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1. Imie i nazwisko.
Anita CIESIELSKA

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne —z podaniem podmiotu
nadajgcego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskie;.

2008 r. stopien naukowy doktora nauk biologicznych w zakresie mikrobiologii,
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego
Rozprawa doktorska pt.: Badania genetyczne dermatofitéw: molekularna
identyfikacja i réznicowanie szczepdw klinicznych, opracowanie wektorow
plazmidowych oraz systemdéw transformacji Trichophyton sp.
Promotor: prof. dr hab. Adam Jaworski

2003 r. tytut magistra biologii w zakresie mikrobiologii - genetyki, Wydziat Biologii
Ochrony Srodowiska Uniwersytetu toédzkiego. Praca magisterska pt.:
RéZnicowanie szczepdw klinicznych grzybow chorobotwdrczych przy
wykorzystaniu techniki PCR. Promotor: prof. dr hab. Antoni Rdzalski

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.

od 01.09 2020 r. — adiunkt badawczo-dydaktyczny w Katedrze Mikrobiologii Molekularnej,
Instytut Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,
Uniwersytet £édzki

01.08. 2008 - 31.08. 2020 r. — adiunkt naukowo-dydaktyczny w Zakfadzie Genetyki
Drobnoustrojow, Instytut Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii, Wydziat Biologii
i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet tédzki

01.09.2003 - 31.07.2008 r. — asystent naukowo-dydaktyczny w Zaktadzie Genetyki
Drobnoustrojow, Instytut Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii, Wydziat Biologii
i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet tédzki

Dtuisze przerwy w pracy naukowej:

30.09.2010-16.05.2011 — zwolnienie lekarskie

17.05.2011-17.10.2011 — urlop macierzynski

18.10.2011-28.02.2012 — wykorzystanie zalegtego urlopu wypoczynkowego
01.03.2012-31.08.2012 — urlop na poratowanie zdrowia
04.02.2014-09.04.2014 — zwolnienie lekarskie

10.04.2014-08.04.2015 — urlop macierzynski/rodzicielski
09.04.2015-20.08.2015 — wykorzystanie zalegtego urlopu wypoczynkowego
tacznie przerwa w pracy naukowej wyniosta ok. 3,5 roku.
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4. Omowienie osiggnieé, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca

2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pdzn. zm.).

Udziat habilitantki w nizej wymienionych publikacjach zostat wykazany w Zatqczniku nr 3a, 1.2. oraz
Zatgczniku nr 5 - Oswiadczenia wspdtautorow.

Anita_Ciesielska, Teresa Kornittowicz-Kowalska, Ignacy Kitowski, Justyna Bohacz. 2017.
The dispersal of rodent-borne strains of Aphanoascus keratinophilus and Chrysosporium tropicum
by pellets of predatory birds. Avian Biology Research, 10 (4), 218-230.
H1. (10.3184/175815617X15036806293529)

Liczba cytowan/
Punkty MNISW2017 Punkty MNiE2021 IF2017¢icR) IFs-tetni(icr) bez autocytowari
(Scopus)
20 40 0.938 1.051 3/2

Ignacy Kitowski, Teresa Kornittowicz-Kowalska, Justyna Bohacz, Anita Ciesielska. 2022.
Dispersal of Aphanoascus keratinophilus by the rook Corvus frugilegus during breeding in East
Poland. Scientific Reports, Feb 8;12(1):2142. (10.1038/s41598-022-06227-2.)

H2. Liczba cytowan/
- Punkty MNIE 2021 IF2021(1cR) IFs-etni(icr) bez autocytowar
(Scopus)
- 140 4,997 5.516 1/1

Justyna Bohacz, Teresa Korniftowicz-Kowalska, Ignacy Kitowski, Anita Ciesielska. 2020.
Degradation of chicken feathers by Aphanoascus keratinophilus and Chrysosporium tropicum
strains from pellets of predatory birds and its practical aspect. International Biodeterioration and
H3. Biodegradation, Volume 151, 104968. (10.1016/j.ibiod.2020.104968)

Liczba cytowan/

Punkty MNISW2020 Punkty MNIE 2021 IF2020(cR) IFs-etni(icr) bez autocytowari
(Scopus)
140 140 4.320 5.354 12/12

Anita Ciesielska, Justyna Bohacz, Teresa Kornittowicz-Kowalska, Pawet Stgczek. 2014.
Microsatellite-primed PCR for intra-species genetic relatedness in Trichophyton ajelloi strains
isolated in Poland from various soil samples. Microbes and Environments, Jun; 29(2): 178-183.
Ha. (10.1264/jsme2.ME13160)

Liczba cytowan/

Punkty MNISW2014 Punkty MNIE 2021 IF2014(1cR) | IFs-tetni(icr) bez autocytowan
(Scopus)
25 70 2.231 3.185 4/4

Marek Gadzalski, Anita Ciesielska, Pawet Staczek. 2016. Bioinformatic survey of ABC transporters
in dermatophytes. Gene, 15;576(1 Pt 3):466-75. (10.1016/j.gene.2015.10.064.)

Liczba cytowan/

H>. Punkty MNISW2016 Punkty MNIE 2021 IF2016(1cR) IFs-tetni(icr) bez autocytowan
(Scopus)
20 70 2.415 3.480 9/9
Anita Ciesielska, Pawet Staczek. 2020. A new molecular marker for species-specific identification
of Microsporum canis. Brazilian Journal of Microbiology, 51:1505-1508. (10.1007/s42770-020-
00340-y)
He. Liczba cytowan/
Punkty MNISW2020 Punkty MNIE 2021 1F2020(1cR) IFs-tetni(icr) bez autocytowar
(Scopus)
70 70 2.476 3.496 2/2
Anita Ciesielska, Anna Kawa, Katarzyna Kanarek, Adrian Sobon, Rafat Szewczyk. 2021.
Metabolomic analysis of Trichophyton rubrum and Microsporum canis during keratin
degradation. Scientific Reports, Feb 17;11(1):3959. (10.1038/s41598-021-83632-z.)
H7. Liczba cytowan/
Punkty MNISW2021 Punkty MNIE 2021 1F2021 IFs-tetni(icr) bez autocytowan
(Scopus)
140 140 4.997 5.516 9/8
tacznie 555 670 22.374 27.598 40/38
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Grzyby keratynolityczne to wyspecjalizowana grupa organizmow, zdolna do rozktadu keratyny,
czyli biatka wystepujgcego powszechnie w skérze oraz jej wytworach, takich jak: paznokcie, wiosy, rogi,
piéra. W srodowisku, gatunkom keratynolitycznym, wspéttowarzyszg gatunki keratynofilne, ktére
wykorzystujg posrednie produkty pochodzace z rozktadu keratyny. Zaréwno grzyby keratynolityczne,
jak i keratynofilne sg chorobotwércze, badz potencjalnie chorobotwércze dla ludzi i zwierzat. Grzyby
keratynofilne obejmujg tzw. dermatofity, do ktdrych zalicza sie wedtug najnowszej molekularnej
klasyfikacji!, az dziewie¢ rodzajéw: Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton, Nannizia,
Paraphyton, Lophophyton, Arthroderma, Guarromyces oraz Ctenomyces oraz grzyby nie-
dermatofityczne, reprezentujgce gtéwnie przedstawicieli grupy Chrysosporium, tj. grzyby
reprezentujgce rodzaj Chrysosporium i Myceliophthora i ich stadia doskonate (ptciowe).

Naturalnym $rodowiskiem bytowania dermatofitdw sg rézne gleby, zawierajgce keratyne jako
zrédto wegla, azotu i energii, jednak w czasie filogenetycznego rozwoju grzyby te przystosowaty sie do
zycia w réznych srodowiskach, w tym do zycia pasozytniczego, z wykorzystaniem keratyny skoéry
i zwierzat. Ze wzgledu na infekowanych gospodarzy wyrdznia sie dermatofity antropofilne, zoofilne
i geofilne. Pierwsze z nich infekuja ludzi i s3 przenoszone z cztowieka na cztowieka, drugie powodujg
infekcje u zwierzat, ale mogg by¢ takze przenoszone na ludzi, trzecie sg natomiast saprofitami zyjgcymi
w glebie, ale mogacymi powodowac infekcje zaréwno u ludzi, jak i zwierzat. Pod wzgledem
fizjologicznym dermatofity geofilne oraz grupa Chrysosporium sg to grzyby keratynolityczne
przeprowadzajgce catkowitg mineralizacje C, N i S-organicznej natywnej keratyny. Jako koricowe
produkty biodegradacji i biotransformacji natywnej keratyny, grzyby te uwalniajg CO,, N-NH4* i S-SO4*
przy niewielkiej ilosci wytworzonej grzybni. Jak podaje Kunert i wsp. 2 degradacja natywnej keratyny
przez grzyby keratynolityczne przebiega w trzech etapach. Pierwszy polega na dezaminacji i uwolnieniu
amoniaku, co powoduje alkalizacje podtoza i przygotowanie substratu do sulfitolizy i proteolitycznego
ataku. W drugim procesie nastepuje denaturacja substratu w procesie sulfitolizy. Ostatni, trzeci etap
polega na rozktadzie zdenaturowanego biatka keratynowego do rozpuszczalnych produktow za
pomocg zewnatrzkomdrkowych proteaz keratynolitycznych, zwanych keratynazami.

Dermatofity geofilne oraz przedstawiciele Chrysosporium najliczniej zasiedlajg Srodowiska
naturalne o regularnym doptywie materii keratynowej, gtdwnie gleby terendw zamieszkatych przez
ludzi i zwierzeta oraz intensywnie uprawianych. Grzyby te izolowano takze z gniazd i upierzenia
ptakdw, siersci ssakdw, odchoddéw i nawozu zwierzecego®. Okazjonalnie z powierzchni ciata, wioséw
ssakow i pidr ptakdw wolnozyjgcych izolowane sg takze dermatofity zoofilne: Trichophyton gallinae
(ptaki), T. mentagrophytes (ssaki) i kilka innych, powodujgcych tuszczenie skdry, utrate pidr i inne
grzybice powierzchniowe?. Wtdrnie, grzyby keratynofilne licznie pojawiajg sie w $ciekach bytowo-
gospodarczych, osadach $ciekowych i zanieczyszczonych nimi wodach, odpadach komunalnych itp.
Czestos¢ wystepowania, sktad gatunkowy i rozmieszczenie poszczegdlnych gatunkéow dermatofitéw
geofilnych i Chrysosporium w réznych Srodowiskach naturalnych (gleba, gniazda, powierzchnia ciata
zwierzat), zalezy nie tylko od obecnosci materii keratynowej, jako zrodta pokarmu, ale takze zawartosci
makro- i mikroelementéw, odczynu, wilgotnosci, temperatury, poziomu préchnicy w glebie, jak
réwniez obecnosdci réznych zanieczyszczeri, w tym metali ciezkich *>7. W ekologii grzybéw
keratynofilnych istotne znaczenie majg rowniez ich wtasciwosci morfologiczne. Typowe formy
keratynolityczne wytwarzajg struktury ztobigce substrat (pidra, wtosy itp.) powierzchniowo oraz
wrastajace do jego wnetrza, jako tzw. organy perforacyjne®. W potaczeniu z aktywnoscig enzymdw
keratynolitycznych, daje to tej grupie grzybow przewage nad innymi drobnoustrojami, stabiej
dostosowanymi do destrukcji natywnej keratyny.

Bardzo duze zainteresowanie badaczy grzybami keratynofilnymi, wynikato w gtéwnej mierze
z poszukiwania naturalnych rezerwuaréw oportunistycznych gatunkéw chorobotwdrczych dla ludzi
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i zwierzat statocieplnych. Obecnie zakazenia grzybicze wcigz stanowig powazny problem
epidemiologiczny, wystepujg bowiem u okoto 40% ludnosci swiata, w tym u 10-20 % populacji zyjacej
w umiarkowanej strefie klimatycznej. Zjawisko to spowodowato ponowny wzrost zainteresowania
srodowiskami wystepowania grzybdw keratynofilnych, zréodtami i drogami ich zakazen, gromadzeniu
wiedzy na temat genéw i molekularnych mechanizmoéw odpowiedzialnych za ich chorobotwérczosé,
identyfikowaniu nowych biomarkeréw i ich ewentualnego udziatu w procesach komdrkowych
zwigzanych z patogennoscia, czy tez poszukiwaniu nowych gatunkowo-specyficznych markeréw
molekularnych do identyfikacji tej grupy grzybow.

W zwigzku z powyzszym, gtéwnymi celami moich badan zwigzanych z grzybami keratynofilnymi,
bedacych podstawg przedstawionego osiggniecia naukowego byty:

e poznanie roznorodnosci gatunkowej i wewnatrzgatunkowej grzybow keratynofilnych
wystepujacych w glebach oraz w wypluwkach (niestrawionych resztkach pokarmu) ptakow
Polski, ktdére s3 rezerwuarem wielu patogennych i potencjalnie patogennych
drobnoustrojéw,

e ocena aktywnosci keratynolitycznej grzybow keratynofilnych izolowanych z wypluwek
ptakow Polski, w kontekscie ich potencjalnego wykorzystania do kompostowania odpadéw
keratynowych,

e analiza funkcjonalna genéw grzybéw keratynofilnych, bioragcych udziat w przekazywaniu
sygnatu, aktywacji specyficznych szlakébw metabolicznych, transporcie substancji
odzywczych czy lekéw,

o identyfikacja nowych, gatunkowo-specyficznych, markeréw molekularnych przydatnych do
molekularnej identyfikacji grzybow keratynofilnych,

e analiza metabolomiczna patogennych dla cztowieka i zwierzat grzybéw keratynofilnych,
jakimi sg dermatofity.

Opisane ponizej wyniki w publikacjach H1-H4 powstafy dzieki nawigzanej przeze mnie wspotpracy
z Panig prof. dr hab. Teresq Kornittowicz-Kowalskq, dr Justyng Bohacz (obecnie dr hab., prof. uczelni)
z Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie oraz dr Ignacym Kitowskim (obecnie dr hab., prof. uczelni)
z Paristwowej Akademii Nauk Stosowanych w Chetmie. Badania byty finansowane przez Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach projektu badawczego wtasnego nr N N304 0990 39, ktdrego
bytam Kierownikiem. Wyniki opisane w publikacjach H5-H7 finansowane byty przez Narodowe Centrum
Nauki: grant OPUS (2014/13/B/NZ7/02307), ktérego bytam Gtéwnym Wykonawcq oraz grant SONATA
(2016/23/D/NZ7/03964), ktorego jestem Kierownikiem.

Ptaki wolnozyjgce z uwagi na duzg mobilnos¢ oraz migracje odgrywajg istotng role
W rozprzestrzenianiu drobnoustrojéw chorobotwadrczych oraz potencjalnie chorobotwérczych, w tym
grzybéw?’. Badania dotyczagce mykobioty ptakéw koncentrowaty sie gtéwnie na grzybach
zasiedlajacych upierzenie oraz gniazda ptakéw *>>~. Dotychczas niewiele uwagi poswiecono natomiast
tzw. wypluwkom (zrzutki) ptakdéw zawierajacym niestrawione resztki pokarmu. Z ekologicznego
punktu widzenia, bardzo dogodnym modelem w badaniach krazenia w $rodowiskach naturalnych sa
ptaki drapiezne, w tym gatunki szponiastych (Falconiformes) i sow (Strigiformes) oraz takie ptaki jak
czaplowate (Ardeidae) oraz krukowate (Corvidae). Wymienione rzedy i rodziny ptakéw wypluwajg
tzw. wypluwki (zrzutki) zawierajgce niestrawione resztki pokarmu, na ogét w postaci szczatkow
innych zwierzat. Dla wiekszosci ptakéw drapieznych pokarm stanowig inne ptaki, zwtaszcza
wréblowate, gotebie oraz drobne ssaki (Micromammalia), ktére moga by¢ rezerwuarem potencjalnie
chorobotwodrczych grzybéw keratynofilnych. Z dotychczasowych, stosunkowo nielicznych badan
mykologicznych niestrawionych resztek ofiar wypluwanych przez ptaki szponiaste i sowy>®” wynika, ze
zawierajg one znaczne liczby jednostek propagacyjnych oraz duzg réznorodnos$¢ gatunkowg grzybdéw.
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Sktad wypluwek produkowanych przez ptaki szponiaste i sowy, odzwierciedla ich preferencje
pokarmowe oraz preferencje siedliskowe ich ofiar.

Z przytoczonych wyzej danych wynikato, ze wypluwki moga by¢é wainym zrédiem
keratynofilnych grzybdéw, a ptaki o okreslonych preferencjach pokarmowych moga petni¢ funkcje
fizycznych wektoréw, odpowiedzialnych za rozprzestrzenianie i transmisje na bardzo duze odlegtosci
Badania niestrawionych resztek pokarmu ptakéw, wydalanych w formie wypluwek, mogty zatem wiele
powiedzie¢ o relacjach miedzy oportunistycznymi grzybami keratynofilnymi, ich pierwotnymi
rezerwuarami (gleba, gryzonieiinne drobne kregowce), a ptakami jako siewcami tych drobnoustrojow.
Dodatkowo, wzbogacenie tych badan o wyznaczniki genetyczne i metody, wiasciwe dla nowoczesnej
identyfikacji tych grzyboéw na poziomie nie tylko gatunkéw, ale i genomowych genotypéw, stwarzato
po raz pierwszy szanse na ustalenie, w sposdb bezposredni, roli ptakow w transmisji
oportunistycznych patogendow.

[Publikacja H1] Badaniami objeto wypluwki pozyskane od 9 gatunkow ptakéw Polski z terenu
Lubelszczyzny i czesciowo Rzeszowszczyzny, wystepujgcych poza terenami chronionymi, w tym
3 gatunki ptakéw szponiastych (Falconiformes) — btotniak stawowy (Circus aeruginosus) (8 wypluwek),
myszotdw zwyczajny (Buteo buteo) (20 wypluwek) oraz pustutka (Falco tinnunculus) (13 wypluwek);
4 gatunki sow (Strigiformes) — ptomykdéwka zwyczajna (Tyto alba) (13 wypluwek), pdjdzka zwyczajna
(Athene noctua) (12 wypluwek), puszczyk zwyczajny (Strix aluco) (25 wypluwek) i sowa uszata (Asio
otus) (24 wypluwki); jeden gatunek czaplowatych (Ardeidae —Ciconiformes) (17 wypluwek)— czapla
siwa (Ardea cinerea); dzierzbowatych (Laniidae — Passeriformes) — dzierzba srokosz (Lanius excubitor)
(21 wypluwek). Swieze wypluwki zbierano w okresie od lutego 2011 roku do maja 2013 roku, zgodnie
z zaplanowang weczesniej lokalizacjg miejsc ich pozyskiwania, z niewielkimi wyjgtkami jak np.
pominiecie, bedacego w rozbudowie, lotniska w Swidniku. tacznie zebrano 153 wypluwki.

W toku przeprowadzonych badan
wykazano, ze tradycyjna metoda identyfikacji
Foland |: grzybéw  keratynofilnych moze czesto

e prowadzic¢ do btednego okreslenia

przynaleznosci gatunkowej i wskazata na
% K znaczenie metod molekularnych, jako technik
-6) uzupetniajgcych do tradycyjnych procedur
<o postepowania mykologicznego. Identyfikacja
& O molekularna polegajaca na analizie
EIAQ restrykcyjnej amplikonéw regionu ITS1-5.8S-
ITS2 przeprowadzonej za pomoca
endonukleazy Hinfl, potwierdzita w 48%
przynaleznos¢ gatunkowa grzybéw
/ oznaczonych metodg tradycyjng (212
Mapa przedstawiajagca poszczegélne miejscowosci we , .
wschodniej Polsce, w ktérych zebrano wypluwki ptakéw. 1- z 439 szczepow). NaJCZQStsze btedy
Falco tinnunculus, 2-Asio otus, 3-Lanius excubitor, 4-Ardea w tradycyjnej identyfikacji odnotowano
cinerea, 5-Circus aeruginosus, 6- Strix aluco, 7-Tyto alba, 8- Y, przypadku 42 szczepéw Ch. pannicola, ktdre
Athene noctua, 9- Buteo buteo.
w oparciu o metode PCR-RFLP zostaty
przypisane do profilu charakterystycznego dla
Ch. tropicum. Ponadto, 89% szczepdéw (105), ktdre zostaty fenotypowo opisane jako A. fulvescens,
w wyniku molekularnej identyfikacji przypisano do gatunku Ch. tropicum. Tylko 21% szczepdw
Ch. tropicum zostato prawidtowo zidentyfikowanych przy uzyciu tradycyjnych metod.

<D

@ -

Y-
-
O -

Po¢

$,
-
+* -

w
=]




JesteSmy czgscia sieci
European University of
Post-Industrial Cities (UNIC)

q WYDZIAL BIOLOGII
i OCHRONY SRODOWISKA

& UNIC

Autoreferat - Zatgcznik nr 2a

Gtéwnym rodzajem pozywienia dla 9 gatunkéw ptakow (pustutka, myszotdw zwyczajny, sowa
uszata, czapla siwa, btotniak stawowy, puszczyk zwyczajny, pdjdzka zwyczajna, ptomykdéwka
zwyczajna, dzierzba srokosz), bedacych ekologicznie drapieznikami, byty gryzonie, gtéwnie Microtus
(nornik), w szczegdlnosci M. arvalis. Udziat drobnych ssakéw (gryzonie, ssaki owadozerne) w diecie
tych gatunkéw wynosit od 47% do 100%. Udziat nornika wynosit od 13% (pdjdzka) do 96% (uszatka).
Dla 6 gatunkéw: btotniak stawowy, myszotéw, pustutka, ptomykdéwka, sowa uszata, czapla siwa, nornik
stanowit wiecej niz 50% skfadu pozywienia (52,4% - 97%). Drobne ptaki (wrdblaki) stanowity jedynie
niewielkie uzupetnienie diety omawianych gatunkéw. Guimaraes i wsp.® wskazuja, ze gryzonie s3 nie
tylko nosicielami grzybow keratynofilnych, ale takze stanowig odpowiednie siedlisko dla ich
przetrwania jako saprofitdw. Dane zebrane przez Hubalek i wsp.® pokazujg, ze
A. keratinophilus i Ch. tropicum kolonizujg futra gryzoni. Z kolei, Thomas i wsp.1® wykazali, ze
Chrysosporium stanowity prawie 90% fauny i flory grzybéw kolonizujacych sier$é szczuréw wodnych
(Rattus norvegicus) zamieszkujgcych plantacje palmowe w Indiach. Wydaje sie wiec, ze odpornos$é na
warunki termiczne jest jednym z czynnikdw decydujagcym o przetrwaniu A. keratinophilus
i Ch. tropicum w przewodzie pokarmowym ptakéw drapieznych.

Grzyby keratynofilne reprezentowane przez Chrysosporium zasiedlalty 96 sposréd 153
analizowanych wypluwek, co odpowiada 63% zasiedlenia tego mikrosrodowiska. Najstabiej przez
Chrysosporium byty kolonizowane wypluwki myszotowa zwyczajnego (35%), najsilniej uszatki (92%).
W zadnej z badanych wypluwek nie wykryto obecnosci dermatofitow. Mozliwe jest, ze antagonizm
pomiedzy przedstawicielami dermatofitéw i Chrysosporium moze by¢ czynnikiem ograniczajgcym
wystepowanie tych pierwszych w wypluwkach i kolonizacje przez te drugie. Sugestia ta jest
potwierdzona doniesieniami Gokulshankar i wsp. 1?, ktérzy wykazali aktywno$é przeciwdermatofitowa
A. keratinophilus wobec réznych gatunkdw Trichophyton i Microsporum. Nalezy jednak zauwazyc, ze
obecnos$¢ geofilnych dermatofitdw odnotowywanych przez réinych autoréw w piérach ptakéw
drapieznych moze by¢ przynajmniej czesciowo efektem wtérnej kolonizacji spowodowanej
dtugotrwatym kontaktem ze srodowiskiem, np. z gleba. Brak dermatofitow w badanych wypluwkach
ptakéw drapieznych moze by¢ rdwniez spowodowany brakiem tych grzybéw w futrze lub piérach ofiar.

Stosunkowo duze zréznicowanie stopnia kolonizacji grzybami keratynofilnymi wypluwek
w obrebie gatunkow bedacych ekologicznie drapieznikami, odzywiajgcych sie drobnymi ssakami
i ptakami, moze mie¢ zwigzek zaré6wno z ich nierdwnomiernym rozmieszczeniem w populacji,
réznicami w fizjologii przewodu pokarmowego, jak i warunkami siedliskowymi ptakow. Wyniki
prowadzonych przeze mnie badan wraz z Zespotem Pani Profesor dr hab. Teresy Korniltowicz-
Kowalskiej wskazuja, ze istniejg roznice w dyspersji A. keratinophilus i Ch. tropicum w zaleznosci od
gatunku ptaka, od ktérego pochodzi wypluwka. | tak wypluwki myszotowa zwyczajnego, sowy uszatej
i czapli siwej okazaty sie by¢ zasiedlone gtéwnie przez A. keratinophilus. Udziat powyzszych gatunkéw
ptakdw w przenoszeniu Ch. tropicum byt stabszy. Wykryto efekt odwrotny w przypadku pustutki
pospolitej i dzierzby srokosz. Wypluwki wytwarzane przez te ptaki byty kolonizowane gtéwnie przez
Ch. tropicum, niz w przypadku wypluwek myszotowa, sowy uszatej i czapli siwej, za co odpowiedzialne
sg przede wszystkim réznice w poziomie wilgotnosci analizowanych wypluwek. A. keratinophilus jest
gatunkiem hydrofilnym, natomiast Ch. tropicum preferuje bardziej suche siedliska. Ptaki takie jak
m.in. sowa uszata, myszotéw zwyczajny porzucaty wypluwki w zacienionych miejscach (np. pod
drzewami) oraz w wilgotnych siedliskach, co miato miejsce w przypadku czapli siwej. Z kolei
ptomykdwka zwyczajna, puszczyk zwyczajny czy pojdzka zwyczajna porzucaty wypluwki w miejscach
suchych, np. na strychach lub silnie eksponowanych na promienie stoneczne, co sprzyjato szybkiej
utracie wody, co tym samym stwarzato warunki rozwoju dla Ch. tropicum ograniczajgc przezywalnos¢
A. keratinophilus. Uzyskane wyniki byty zgodne z wczes$niejszymi obserwacjami Zespotu Pani Profesor
dr hab. Teresy Kornittowicz-Kowalskiej na temat wystepowania A. keratinophilus i Ch. tropicum
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w gniazdach ptakdw wodnych i btotnych'?. Wystepowanie A. keratinophilus wzrastato wraz z wzrostem
wilgotnosci gniazda, nawet przeksztatcajgc sie w monokulture (gniazda perkozéw zanurzone
w wodzie).

Mozna przyjac, ze zasieg rozprzestrzeniania A. keratinophilus i Ch. tropicum obejmuje obszar
odpowiadajacy odlegtosci lotu. Ryzyko zagrozenia wywotane przez oportunistyczne szczepy
A. keratinophilus i Ch. tropicum wzrasta, gdy ptaki te zblizajg sie i osiedlajg w miastach i na osiedlach
mieszkaniowych. Dotyczy to w szczegdlnosci, w przypadku sowy uszatej, ktéra tworzy grzedy
w miastach, jak rdwniez czapli siwej, ktéra coraz czesciej zaktada kolonie legowe w poblizu miast.
Rowniez gatunki ptakéw drapieznych, ktére zyja samotnie, (np. pustutka, krogulec zwyczajny,
puszczyk, sowa uszata, sowa uszata) gniezdzg sie, polujg i grzedujg w parkach, na cmentarzach,
osiedlach mieszkaniowych w miastach i wsiach. Uzyskane wyniki badan wskazujg, ze ptaki drapiezne
sg biologicznym wektorem szczepéw A. keratinophilus i Ch. tropicum, a wypluwki produkowane
przez te ptaki s ich mechanicznymi nosnikami.

[Publikacja H2] Rozprzestrzenianie potencjalnie chorobotwodrczego grzyba Aphanoascus
keratinophilus badano réwniez w przypadku gawrona Corvus frugilegus. Gawrony sg wysoce
spoteczne, zyjg i wspotdziatajg w duzych grupach. Preferencje pokarmowe gawrona sg rézne w ciggu
roku, jednak spozywany pokarm jest prawie zawsze zwigzany z glebg, na ktérej ptaki zerujg. W okresie
legowym w wypluwkach stwierdza sie gtéwnie resztki pokarmu pobranego przez doroste ptaki z gleby,
co powoduje zanieczyszczenie pokarmu mikroorganizmami glebowymi. Jako wszystkozercy, gawrony
czesto spozywajg pokarm znaleziony w wyniku sondowania podtoza w poszukiwaniu dzdzownic
i innych bezkregowcdw, zwilaszcza owaddw. Pokarm gawrondw zawiera réwniez ziarna zboz
i mniejsze ilosci nasion innych roslin. Epidemiologiczne, jak i ekologiczne aspekty rozprzestrzeniania
grzybéw potencjalnie chorobotwdrczych przez gawrony, nie byty w petni poznane. Wypluwki
gawronow zawierajgce niestrawione resztki pokarmu nie byty analizowane pod tym katem.

Badania przeprowadzono w koloniach gawrona Corvus frugilegus, zlokalizowanych
w nastepujgcych miejscach wschodniej Polski: Chetm, Chojno Nowe, Sielec, Siennica, Wierzbica i Wola
Uhruska. W okresie od 20 kwietnia do 19 maja 2013 roku zebrano tgcznie 83 wypluwki gawronodw.
W toku przeprowadzonych badarn ponownie wykazano, ze tradycyjna metoda identyfikacji grzybow
keratynofilnych moze czesto prowadzi¢ do btednego okreslenia przynaleznosci gatunkowej. W 38
przypadkach ujawniono réznice pomiedzy tradycyjnymi, a uzyskanymi metodg PCR-RFLP, wynikami.
Identyfikacja molekularna polegajaca na analizie restrykcyjnej amplikonéw regionu ITS1-5.85-ITS2
przeprowadzonej za pomocg endonukleazy Hinfl wykazata trzy wzory specyficzne dla A. keratinophilus
(90 szczepdw), Ch. pannicola (6 szczepow) oraz Ch. tropicum (3 szczepy). W nastepnych etapach badan
skupiono sie wytgcznie na 90 szczepach oznaczanych metodg molekularng, jako A. keratinophilus.

W rozprzestrzenianiu A. keratinophilus istotng role odgrywa wielko$é populacji legowej
gawrona. Ponadto, obecnos¢ kolonii gawrondw w miejscach, takich jak szkoty, przedszkola czy szpitale,
moze zwieksza¢ ryzyko epidemiczne zakazen wywotanych przez Aphanoascus keratinophilus.
W opisanych badaniach po raz pierwszy wykorzystano metode PCR-MP (PCR Melting-Profile) celem
réznicowania wewnatrzgatunkowego A. keratinophilus wyizolowanego z wypluwek gawrona.
Metoda PCR MP pozwala na specyficzng, stopniowg amplifikacje genomowego DNA rdznigcego sie
termiczng stabilnoscig, poczawszy od fragmentéw DNA amplifikowanych przy niskiej temperaturze
denaturacji (Td), a konczac na fragmentach bardziej stabilnych, amplifikowanych przy wyzszych Td.
Metoda byta wczesniej z powodzeniem stosowana do rozrdzniania szczepdw bakteryjnych, takich jak
S. aureus, E. coli czy dermatofitow>4,
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Wybrano enzym restrykcyjny BamH! i odpowiednig temperature denaturacji, aby uzyskaé
wysoka moc réznicowania. Wsrdd 90 szczepdw A. keratinophilus pochodzacych z wypluwek gawronéw
wyrdzniono piec (I-V) genotypdéw PCR-MP. Genotyp | byt wyraznie dominujacy i reprezentowany przez
trzydziesci jeden, dwa i trzy szczepy pochodzgce odpowiednio z wypluwek gawrona bytujgcego
w Chetmie, Woli Uhruskiej i Wierzbicy. Genotyp Il byt charakterystyczny dla siedmiu szczepdéw
pochodzacych z Woli Uhruskiej oraz trzech pochodzacych z wypluwek gawrona bytujgcego
w Siennicy i Sielcu. Genotyp Il reprezentowany byt przez jedenascie, jeden i dwa szczepy pochodzace
z wypluwek gawrona bytujgcego odpowiednio w Chetmie, Woli Uhruskiej i Chojnie Nowym. Genotyp
IV byt specyficzny dla osmiu szczepdw A. keratinophilus izolowanych z wypluwek gawrona bytujgcego
miescie Chetm. Pozostate dziewietnascie szczepdw zakwalifikowano do genotypu V, specyficznego dla
pieciu, trzech i jedenastu pochodzacych z wypluwek gawrona bytujgcego odpowiednio z Woli
Uhruskiej, Siennicy i Chojna Nowego. Moc dyskryminacyjna metody PCR-MP byta dobra, dajac indeks
réoznorodnosci Simpsona (D) o wartosci 0,750. Analiza PCR-MP okazata sie odpowiednig technikg do
wykrywania wewnatrzgatunkowego pokrewieristwa genetycznego u A. keratinophilus, co pozwoli na
monitorowanie wystepowania i dystrybucji tych szczepdw przez gawrona.

Na podstawie czasu trwania okresu rozrodczego (107 dni) oraz wielkosci poszczegdinych
kolonii gawrona oszacowano dyspersje A. keratinophilus. Gawrony w okresie rozrodu
wyprodukowaty S$rednio 2327,2-19761,7 wypluwek zawierajacych przynajmniej jeden szczep
A. keratinophilus. Srednia geometryczna liczba wyprodukowanych wypluwek zawierajgcych
A. keratinophilus dla wszystkich badanych kolonii wyniosta co najmniej 8250,8. Tym samym gawrony,
w zaleznosci od kolonii, przyczynily sie do rozprzestrzenienia co najmniej 21,8-184,9 szczepow
Aphanoascus keratinophilus dziennie ($rednia geometryczna: co najmniej 77,2 szczepéw/dzien).
Szczegbtowe obliczenia dotyczgce rozproszenia genotypdw PCR-MP A. keratinophilus wyizolowanego
z wypluwek gawrona przeprowadzono tylko dla stanowisk kolonii gawrona: Chojno Nowe, Wola
Uhruska i Chetm, w ktdrych dostepnych byto > 10 szczepdw analizowanych grzybow.

PCR-MP/BamHI genotype
Colony site Pellets with at least one strain A. keratinophilus |1 n 1 v v
Chojno Nowe 15635.3 - - 2407.8 | - 132275
Wola Uhruska 6435.7 855.9 3005.5 431.2 | - 2143.1
Chelm 6396.2 39656 |- 1407.2 | 10234 |-
Total (N) 28467.2 4821.5 | 30055 |4246.2 |1023.4 | 15370.6
Total (%) 100 16.59 10.6 149 |36 54.0

Table 3. PCR-MP/BamHI genotype minimal dispersion of A. keratinophilus strains originating from colony
sites where > 10 strains of analysed fungi were available.

Przeprowadzone badania wskazujg, ze gawron bierze czynny udziat w rozprzestrzenianiu szczepdw
A. keratinophilus. Nalezy podkresli¢, ze duze nagromadzenie wypluwek gawrona wystepuje gtdwnie na
zacienionych powierzchniach bezposrednio pod drzewami, na ktérych znajduja sie kolonie legowe
i grzedy zbiorowe. Fakt ten ma duze znaczenie epidemiologiczne zwtaszcza w gesto zaludnionych
obszarach miejskich. Mozna z duzym prawdopodobienstwem zatozyé, ze przy duzej produkcji
wypluwek we wspomnianych koloniach i sprzyjajacych warunkach do rozwoju grzybow (obecnos¢ piér
i odchodéw w zacienionych miejscach pod drzewami), liczba szczepdow A. keratinophilus bedzie sie
zwiekszac. Lokalnie duze kolonie gawrondéw zlokalizowane w takich miejscach jak mate parki miejskie
z duzig liczbg odwiedzajgcych, okolice szpitali, centra handlowe mogg stanowi¢ zagrozenie
epidemiologiczne w kontekscie rozprzestrzeniania A. keratinophilus przez gawrona.
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Na podstawie uzyskanych wynikéw w publikacji H1 -

i H2 zaproponowano model rozprzestrzenia bl
A. keratinophilus i Ch. tropicum z udziatem
wypluwek ptakéw drapieinych, jako nowego
ogniwa w tancuchu epidemiologicznym. Wypluwki
stanowig Zrédto zakazenia A. keratinophilus i Ch.
tropicum biorgc pod uwage trzy drogi transmisji tych

patogendw: przez skazong glebe, przez skazone sl . sects
powietrze, z dodatkowg sugerowang mozliwoscia
rozproszenia tych grzybow przez wektory
biologiczne, takie jak owady Zerujgce na
wypluwkach. Mozina tez stwierdzi¢, ze szczepy
A. keratinophilus i Ch. tropicum wyizolowane TS (T RS T
z wypluwek ptakéw sa bardziej niebezpieczne dla SIReS
zdrowia cztowieka niz te wyizolowane np. bezposrednio z gleby, gdyz sg to wyselekcjonowane
szczepy, ktére przeszty przez bariere zotagdkowo-jelitowg, a tym samym sg bardziej odporne na warunki
panujgce w organizmie, takie jak podwyzszona temperatura, warunki kwasne (zotadek) lub zasadowe
(jelita) oraz niski potencjat oksydoredukcyjny.

pulmanary infection
aerogenic path

Contamination of
surface layer of soil

transmission
of spores

Podsumowanie wynikow opisanych w Publikacji H1 i H2:

o badania sktadu gatunkowego grzybow keratynofilnych izolowanych z wypluwek (zrzutek) 10
gatunkéw ptakdéw (3 gatunkéw szponiastych, 4 gatunkéw séw oraz czapli siwej, dzierzby
srokosz i gawrona) ujawnity obecno$¢ wylacznie grzybéw nie-dermatofitycznych
reprezentujgcych Chrysosporium; nie wykazano obecnosci dermatofitow,

o gtoéwnym Zrodtem zanieczyszczenia wypluwek ptakow byty drobne ssaki (gtéwnie nornik
Microtus sp.) oraz gleba (gawron),

e w oparciu o wyniki identyfikacji molekularnej wykazano, ze wypluwki ptakéw byty gtéwnie
kolonizowane przez A. keratinophilus oraz Ch. tropicum, bardzo rzadko (gawron) przez
Ch. pannicola

e stwierdzono, ze wypluwki 2 gatunkéw szponiastych (pustutka, btotniak) i séw (z wyjatkiem
sowy uszatej) oraz dzierzby srokosz byly czesciej kolonizowane przez Ch. tropicum niz
A. keratinophilus; efekt odwrotny, czyli dominacje A. keratinophilus zanotowano w odniesieniu
do wypluwek gawrona, czapli siwej, sowy uszatej i myszotowa,

e zastosowana po raz pierwszy metoda PCR-MP, pozwolita na wewnatrzgatunkowe
zréznicowanie analizowanych szczepdw A. keratinophilus, izolowanych z wypluwek gawrona,

e ustalono zwigzek miedzy gatunkiem ptaka i rodzajem ich ofiar a czestotliwoscig wystepowania
poszczegdlnych gatunkow grzybow keratynofilnych,

e zaproponowano modele rozprzestrzeniania grzybéw keratynofilnych izolowanych z wypluwek
ptakéw drapieznych.

[Publikacja H3] Keratyny, to biatka z grupy skleroprotein, ktére nie sg przyswajalne przez ludzi
i zwierzeta cieptokrwiste. Jest to uwarunkowane przede wszystkim wysokim poziomem wigzan
dwusiarczkowych, ktére uniemozliwiajg dziatanie endopeptydaz. Keratyny sg gtéwnym sktadnikiem
rogowych struktur skory, tj. piér, wiosdw, szczeciny, rogéw, kopyt itp., ktdre z kolei sg produktem
ubocznym przemystu miesnego i drobiarskiego. W skali globalnej sg to ogromne ilosci odpadéw,
zwilaszcza pidér kurzych, co stanowi powainy problem srodowiskowy. Spontaniczny rozktad
mikrobiologiczny zachodzacy podczas sktadowania pidr prowadzi do wydzielania sie toksycznych
gazéw, takich jak: amoniak, siarkowodér 2. Sktad chemiczny pidr kurzych, tj. 90% biatko, 50%
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organicznego C, ~15% catkowitego N i ok. 4% catkowitej siarki® wyznacza dwa gtéwne kierunki
zagospodarowania odpaddw pidr: wykorzystanie w zywieniu zwierzat ze wzgledu na sktad
aminokwasowy oraz jako nawozy rodlinne ze wzgledu na wysoka zawarto$é¢ azotu i siarki®!2,
W przypadku zywienia zwierzat gospodarskich najwtasciwszym sposobem jest solubilizacja natywnej
keratyny, co powoduje uwolnienie peptydéw i aminokwaséw, a tym samym zwiekszenie
biodostepnosci tych sktadnikéw odzywczych®® . N- i S-organiczna mineralizacja pidr jest wymagana do
wykorzystania ich jako nawozdw roslinnych. Oba sposoby biodegradacji i zagospodarowania odpadéw
piér, jak réwniez innych odpaddéw keratynowych mogg by¢ przeprowadzone przy udziale
wyspecjalizowanych mikroorganizmdéw, np. bakterii i grzybéw keratynolitycznych. Utylizacja
bioodpadéw przez grzyby prowadzi do uwolnienia duzych ilosci produktéw mineralnych, ktdre sg
dobrze przyswajalne przez rosliny. Wczesniejsze badania przeprowadzone przez zesp6t Pani Profesor
Teresy Kornittowicz-Kowalskej wykazaty, ze niektore gatunki Chrysosporium wyizolowane z gleby
charakteryzuja sie wysokim potencjatem mineralizacyjnym wobec keratyny. Wypluwki ptakow,
sktadajace sie z niestrawionych szczatkéw, gtéwnie pochodzenia zwierzecego, sq czesto bogate
w materiat keratynowy Y, nie byly wczesniej wykorzystywane jako irédito szczepéw grzybow
keratynolitycznych. Dlatego tez w dalszym toku badan oceniano aktywnos¢ keratynolityczna
grzybéw z grupy Chrysosporium: Aphanoascus keratinophilus i Chrysosporium tropicum,
wyizolowanych z niestrawionych resztek pokarmowych, tj. wypluwek ptakéw drapieznych,
w kontekscie ich mozliwego wykorzystania do kompostowania odpaddéw keratynowych.

Badaniami objeto 59 szczepdw Chrysosporium w tym 31 szczepdw A. keratinophilus oraz 28
szczepdw Chrysosporium tropicum wyizolowanych z wypluwek ptakéw drapieznych opisanych
w publikacji H1 i H2. Zdolnos¢ badanych grzybdw do rozktadu natywnej keratyny oceniano na
podstawie stopnia wykorzystania surowych piér kurczat jako podstawowego wskaznika aktywnosci
keratynolitycznej. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze po 42 dniach hodowli badanych
szczepdw ubytek substratu wahat sie od ok. 47% do ok. 76% w przypadku szczepdw A. keratinophilus
i od ok 44% do ok. 72% w przypadku Ch. tropicum.

Solubilizacja natywnych pidr przez rézne szczepy A. keratinophilus i Ch. tropicum prowadzita
do akumulacji rozpuszczalnego biatka, jonéw amonowych i siarczanowych w ptynie pohodowlanym.
Stezenie uwalnianego biatka w pozywce wzrastato w czasie hodowli osiggajac maksimum po 42 dniach.
Do najefektywniejszych szczepdw przeprowadzajacych transformacje biatka piér do formy
rozpuszczalnej nalezaty A. keratinophilus i Ch. tropicum pochodzace z wypluwek pustutki
i myszotowa. Najnizsze stezenie uwalnianego biatka zanotowano w hodowlach A. keratinophilus
wyizolowanych z wypluwek sowy uszatej, Ch. tropicum z wypluwek puszczyka. Ponadto badania
wykazaty, ze uwalnianie biatek w hodowlach grzybdw rozktadajgcych surowe pidra kurze moze stuzyc
jako wskaznik aktywnosci keratynolitycznej tych drobnoustrojéw, o czym swiadczy dodatnia korelacja
miedzy stezeniem biatek w podtozu a biomasg grzybni po 42 dniach hodowli (0,3731 **¥*)
i z aktywnoscig keratynazy (0,399***).

Enzymatyczna liza natywnych biatek piér, zachodzi z wudziatem rdinych enzyméw
proteolitycznych, zaréwno niespecyficznych oraz specyficznych dla substratu, zwanych keratynazami.
Ich obecnos$¢ stwierdzono w przesgczach pohodowlanych wszystkich badanych szczepow
A. keratinophilus i Ch. tropicum. Rdznice w aktywnosci keratynaz i proteaz zalezaty zaréwno od szczepu
grzyba, jak i jego pochodzenia (wypluwki ptaka). Najwyzszg aktywnos¢ keratynaz zaobserwowano
w przypadku szczepdw wyizolowanych z wypluwek puchacza i pustutki. Maksimum aktywnosci
keratynaz towarzyszyto maksymalne uwalnianie biatek, co obserwowano w koncowej fazie
biodegradacji kurzych pior (42 dzien hodowli). Obecnos$¢ niespecyficznych proteaz (aktywnych wobec
kazeiny jako substratu) wykryto rowniez w ptynach pohodowlanych u wszystkich analizowanych
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szczepOw A. keratinophilus i Ch. tropicum. Stwierdzono, ze aktywnos¢ proteaz ogdlnie wzrastata w
pierwszych dwdch tygodniach, po czym nastepowat spadek ich aktywnosci utrzymujacy sie przez
kolejne 2 lub 3 tygodnie, a nastepnie ponownie obserwowano wzrost ich aktywnosci w 6-
tygodniowych hodowlach. Najwyzszg aktywnosé niespecyficznych enzyméw proteolitycznych (dzien
42) odnotowano w kulturach Ch. tropicum wyizolowanych z wypluwek pustutek. Najnizszg aktywnos¢
stwierdzono w hodowlach A. keratinophilus izolowanych z wypluwek puszczyka.

Waski stosunek C/N pidr sprzyjat mineralizacji azotu zawartego w keratynie pidr.
Przeprowadzone doswiadczenie wykazato, ze badane szczepy grzybow pochodzace z wszystkich
badanych wypluwek ptakéw okresowo nagromadzaty od ok. 300-600 pg N-NHs*-cm3 ptynu
pohodowlanego. Uwalnianie N-NH4* w hodowlach badanych szczepdw grzybdow najszybciej wzrastato
w pierwszych trzech tygodniach trwania hodowli. W kolejnym tygodniu poziom uwolnionych jonéw
amonowych na ogét spadat. Poczgwszy od 35 dnia zaznaczyt sie wzrost poziomu N-NH4*
z wyjatkiem szczepdw Ch. tropicum i A. keratinophilus pochodzacych z wypluwek pdjdzki. llosé
uwalnianych jonéw amonowych dla szczepéw A. keratinophilus wyniosta od 20% do 53%, natomiast
dla szczepdéw Ch. tropicum od 3% do 42%. Podobny zakres (30-60%) mineralizacji uzyskano podczas
biodegradacji piér kurzych przez grzyby keratynolityczne izolowane z gleby &. Do najaktywniejszych
amonifikatoréw nalezaty szczepy A. keratinophilus pochodzace z wypluwek sowy uszatej i pustutki
oraz myszotowa. Do najstabszych amonifikatoréw zaliczono szczepy A. keratinophilus pochodzace
z wypluwek puszczyka oraz poéjdzki.

Mineralizacji azotu organicznego towarzyszyta mineralizacja organicznej siarki zawartej
w kurzych pidrach. llosé uwalnianych S-SO4* w hodowlach wszystkich badanych szczepdéw grzybéw
miescita sie w zakresie od 7% do 74%. Mineralizacja S zawartej w pidrach z udziatem szczepéw A.
keratinophilus wyizolowanych z wypluwek myszotowa, pustutki, uszatki i czapli siwej wynosita 8,11-
36,6%. llos¢ uwolnionych siarczanéw w trakcie hodowli A. keratinophilus i Ch. tropicum na pidrach
byta najwyisza w przypadku szczepow pochodzacych z wypluwek sowy uszatej, puszczyka i pojdzki.
Najmniej uwolnionych siarczanéw zanotowano podczas hodowli badanych szczepow grzybow
pochodzacych z wypluwek pustutki.

Przeprowadzone badania wykazaty rowniez, ze degradacji surowych piér przez wszystkie
badane szczepy grzybow towarzyszyta alkalizacja podtoza, najczesciej do 8,8-9,3 z maksymalna
wartoscig 9,43. Wzrost wartosci pH podtoza zaznaczyt sie najwyrazniej w fazie szybkiej lizy, zwtaszcza
miedzy 7 a 14 dniem hodowli. W pdzZniejszym okresie trwania doswiadczenia tj. po ok. 28 dniach
hodowli szczepéw Ch. tropicum i A. keratinophilus pH podtoza stopniowo spadato, prawdopodobnie
na skutek ulatniania gazowego amoniaku. Wszystkie badane szczepy grzybéw pochodzace z réinych
wypluwek analizowanych ptakéw drapieinych charakteryzowaty sie podobnymi zmianami pH
podtoza z wyjatkiem szczepdw Ch. tropicum i A. keratinophilus pochodzacymi z wypluwek sowy
uszatej.

Okreslono zaleinosci pomiedzy poszczegélnymi parametrami keratynolizy piér,
a pochodzeniem szczepéw grzybow (wypluwki réinych gatunkéw ptakéow drapieznych).
Zaobserwowano trzy gtéwne grupy: (1) obejmowata gtéwnie wypluwki pustutki i myszotowa; (2)
reprezentowana byta przez wypluwki uszatki, btotniaka stawowego i czapli siwej; (3) reprezentowana
przez wypluwki puszczyka i péjdzki. Wydzielanie siarczandw, jako wskaznik keratynolizy grzybow, byto
zwigzane z wystepowaniem grzybow keratynolitycznych w wypluwkach puszczyka i péjdzki. Zmiany w
pH podtoza hodowlanego byty skorelowane z wystepowaniem szczepdéw pochodzacych z wypluwek
sowy uszatej, btotniaka stawowego, czapli siwej i puszczyka. Analiza PCA nie przypisata zadnej z
badanych cech keratynolitycznych zwigzanych z wystepowaniem grzybéw keratynolitycznych w
wypluwkach pustutki i myszototowa. Z drugiej strony A. keratinophilus i Ch. tropicum wyizolowane
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z wypluwek myszofowa i pustutki charakteryzowaty sie wyzszg aktywnoscia w zakresie proteaz
i keratynaz oraz wyiszym poziomem uwalnianych bioproduktéw niz w przypadku szczepéw
wyizolowanych z wypluwek séw. By¢ moze szczepy wyizolowane z wypluwek drapieznikéw dziennych
(myszotéw i pustutka) podlegaty wiekszej selekcji wynikajacej z bardziej ekstremalnych warunkéw (pH
soku zotgdkowego drapieznikow dziennych wynosi ok. 1,6) panujacych w przewodzie pokarmowym
tych ptakéw. Zaobserwowano, ze stopien maceracji kosci w wypluwkach myszotowa i pustutki byt
znacznie bardziej zaawansowany w porownaniu do wypluwek séw, u ktdorych pH soku zotgdkowego
wynosi ok. 2,35. Wydaje sie zatem, ze wieksze szanse na przezycie majg szczepy bardziej odporne,
idealnie przystosowane do warunkéw panujgcych w przewodzie pokarmowym takich ptakéw
szponiastych jak pustutka czy myszotéw, co musi by¢ rdwniez zwigzane z ich aktywnoscig zyciowa,
zwtaszcza enzymatyczna.

Podsumowanie wynikéw opisanych w Publikacji H3:

Mechanizm biodegradacji piér kurzych opiera sie na mechanicznym rozktadzie natywnej
keratyny przez organy perforujgce grzybow A. keratinophilus i Ch. tropicum, ktére przypominajg
narzady perforujgce dermatofitow. Organy te wraz z uwalnianymi przez grzybnie enzymami biorg
udziat w rozbijaniu mostkéw S-S (siarczyny) i proteolizie zdenaturowanych w ten sposdb biatek
keratyny. Biodegradacja natywnej keratyny przez saprofityczne grzyby wyizolowane z niestrawionego
pokarmu ptakéw drapieznych prowadzi do mineralizacji odpaddéw z piér kurzych. Sugeruje to, ie
A. keratinophilus i Ch. tropicum wyizolowane z wypluwek ptakéw drapieznych mogty by byc
z wykorzystane do kompostowania odpaddéw keratynowych, jakimi sg produkty uboczne przemystu
miesnego i drobiarskiego. Badania biodegradacji natywnej keratyny przez grzyby keratynofilne
wyizolowane z wypluwek ptakéw drapieinych byty prowadzone po raz pierwszy na swiecie.

[Publikacja H4] Naturalnym rezerwuarem grzybéw keratynofilnych, takich jak dermatofity
geofilne oraz pokrewne gatunki z rodzaju Chrysosporium, jest gleba. Wsréd dermatofitow geofilnych
wyréznia sie 3 grupy gatunkéw: i) gatunki niepatogenne reprezentowane przede wszystkim przez
Trichophyton terrestre oraz Trichophyton georgiae ii) gatunki czesto patogenne, takie jak Microsporum
gypseum oraz Microsporum fulvum, a takze iii) gatunki incydentalnie patogenne, w tym m.in.
Microsporum cookei i Trichophyton ajelloi. Geofilne dermatofity wykorzystujg natywng keratyne
obecng w glebie jako Zzrdodto wegla, azotu, siarki i energii, uwalniajac - jako produkty koricowe - duze
ilodci N-NH,4 i S-SO4 8. Stanowig one zatem wazng grupe organizméw majacych zdolnos$é rozktadu
resztek keratyny w glebie, ktdra jest cennym substratem odzywczym dla tych grzybéw, pozwalajgcym
na ich przetrwanie w warunkach konkurencji pokarmowej z innymi grupami mikroorganizmow
saprotroficznych wystepujgcych w glebie. Gatunek Trichophyton ajelloi (dawniej Keratinomyces
ajelloi) jest gatunkiem dominujacym w Europie, stanowi 60% catej populacji dermatofitow
geofilnych ¥°. Szczepy T. gjelloi charakteryzujg sie silnymi zdolnoéciami keratynolitycznymi. Stopien
wykorzystania rodzimej keratyny (pior kurzych) przez T. ajelloi w 21-dniowych hodowlach
z tym substratem, jako jedynym zrédtem C, N i energii wahat sie, w zaleznosci od poszczegdlnych
szczepoéw, od 50 do 76%. Wczesniejsze badania, prowadzone przez dr Justyne Bohacz wykazaty
zalezno$é pomiedzy czynnikami fizyko-chemicznymi gleb a wystepowaniem grzybéw keratynofilnych?,
dlatego podjeto badania dotyczace rdznicowania wewngatrzgatunkowego dermatofita geofilnego
T. ajelloi w trzech typach gleb uprawnych takich jak; czarnoziem, gleba bielicowa i gleba brunatna
w oparciu o metode MSP-PCR (ang. Microsatellite-primed PCR) przy uzyciu startera (GACA).

150 prébek glebowych, z ktérych izolowano grzyby keratynofilne, pobrano jednorazowo,
z 3 pdl uprawnych na Lubelszczyznie (Srodkowo-wschodnia Polska). Gleby: bielicowa i brunatna
potozone byty obok siebie (Sobieszyn 74,5 km od Lublina, 22°10'E 51°36'N). Czarnoziem wystepowat
w odlegtosci 155 km od pozostatych dwdch gleb (Grabowiec 94,1 km od Lublina, 23°33'E 50°49'N).
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Prébki gleby pobierano wiosng (w maju) z pdl uprawnych zbdz. Z ogdlnej liczby 150 prébek glebowych
79% byto zasiedlonych przez grzyby keratynofilne. Wsréd wyizolowanych grzybéw keratynofilnych
zidentyfikowano 7 gatunkéw grzybdéw nie-dermatofilnych reprezentujgcych grupe Chrysosporium oraz
jeden gatunek dermatofita geofilnego reprezentowanego przez Trichophyton ajelloi. tacznie
z analizowanych préb glebowych wyizolowano 75 szczepdow T. ajelloi: 22 z gleb bielicowych, 38 z gleb
brunatnych i 15 z czarnoziemu, co stanowi odpowiednio 61%, 100% i 34% ogétu grzybdéw
keratynofilnych wyizolowanych z kazdej z badanych gleb. Srednio stwierdzono, ze T. ajelloi zasiedla
51% badanych prébek gleby. Populacja tego dermatofita stanowita odpowiednio 15% (czarnoziem),
56% (gleba bielicowa) i 69% (gleba brunatna) zbiorowisk grzybéw keratynofilnych tych gleb.
W klasyfikacji ekologicznej grzybow keratynofilnych T. ajelloi zaliczany jest do grzybéw acidofilnych.
Cecha ta znalazta potwierdzenie réwniez w niniejszych badaniach, ktére wykazaty, ze czestos¢
wystepowania T. ajelloi wzrastata wraz ze wzrostem kwasowosci gleby. Populacja tego geofilnego
dermatofita byta najwieksza w kwasnej i silnie kwasnej (pHka 4,4; 3,4) glebie brunatne;j i bielicowej,
o czym $wiadczyta obecnos¢ tego grzyba odpowiednio w 100% i 83% prébek tych gleb.

Wszystkie 75 szczepdw Trichophyton ajelloi byty analizowane przy uzyciu metod
molekularnych, takich jak PCR-RFLP wykorzystana do gatunkowej identyfikacji i MSP-PCR wykorzystana
do wewnatrzgatunkowego rdéznicowania. Pierwsza metoda, opisana juz wczesniej, polegata na
amplifikacji regionu ITS metodg PCR przy uzyciu zestawodw starteréw ITS1 i ITS4, a nastepnie analizie
restrykcyjnej amplifikowanych produktow. Identyfikacja molekularna w 100% potwierdzita wyniki
identyfikacji szczepow T. ajelloi metodami tradycyjnymi.

Aby sprawdzié, czy mozliwe jest zréznicowanie zebranej kolekcji 75 szczepdéw T. gjelloi do
nizszego poziomu wewnatrzgatunkowego, postanowiono zastosowac technike Microsatellite-primed
PCR (MSP-PCR). Sposrdd wielu starteréw opisanych w literaturze do typowania molekularnego
wybrano starter (GACA),, ktérego przydatnosé w molekularnych réznicowaniu dermatofitow zostata
juz wczedniej opisana w literaturze przedmiotu 2!. W przypadku badanej grupy dermatofitéw
geofilnych, ktére stanowito 75 szczepdw T. ajelloi odnotowano wysoki potencjat réznicujacy startera
(GACA), (indeks réznorodnosci Simpsona D = 0,823. Uzyskano piec¢ genotypow (A-E): genotyp Ai D dla
szczepoéw T. ajjeloi izolowanych z gleb bielicowych, genotyp C i E (z podtypem E1) dla szczepéw
T. gjelloi izolowanych z gleb brunatnych oraz genotyp B dla szczepéw T. ajelloi izolowanych
z czarnoziemu.
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Genotypowanie (A-E) szczepéw T. ajelloi przy uzyciu metody MSP-PCR z udziatem startera (GACA)4 i analiza UPGMA;
M, marker wielkosci molekularnej (2000, 1500, 1000, 700, 500, 400, 300, 200, 75 bp). Elektroforeze amplikonéw
przeprowadzono na 1,2% zelu agarozowym.
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Co ciekawe, szczepy T. ajelloi pochodzgce z gleb brunatnych i bielicowych, czyli gleb silnie
kwasnych i kwasnych, wykazujg rézne wzorce genotypowe, co moze sugerowac, ze réznorodnosc
T. ajelloi wydaje sie by¢ wyzsza niz w czarnoziemie, czyli glebie o odczynie obojetnym. Uzyskane wyniki
wykazaty, ze analizowane gatunki, oprécz bardzo wysokiej (100%) lub wysokiej czestotliwosci (61%)
wystepowania w glebach silnie kwasnych, pojawiaty sie réwniez w czarnoziemie (w 34% proéb
glebowych), czyli glebie o odczynie obojetnym (pHka 7.15). Moze to sugerowac selekcje szczepow
T. ajelloi, ktore sg bardziej tolerancyjne na zmiany pH, a wiec ich genotyp rézni sie od tych, ktore sg
reprezentowane w populacjach wyizolowanych z gleb kwasnych (gleba brunatna i bielicowa).
Istnieje rowniez mozliwos¢, ze homogeniczno$¢ genetyczna szczepdw T. ajelloi zasiedlajacych
czarnoziem moze by¢ zwigzana z pierwotnym wystepowaniem na tych glebach Micromammalia,
czyli drobnych zwierzat bedacych Zrédtem specyficznego rodzaju keratyny (keratyny wiosowej).
Wieksza liczba genotypdw w obrebie populacji T. ajelloi izolowanej z gleb brunatnych i bielicowych
moze wynikac z ogdlnie niekorzystnych warunkéw dla grzybéw keratynofilnych panujgcych na tych
glebach. Wiekszos¢ grzybdw keratynofilnych preferuje gleby charakteryzujace sie znaczng zawartoscia
materii organicznej, zwtaszcza pochodzenia zwierzecego, o odczynie zblizonym do obojetnego
i korzystnych stosunkach powietrzno-wodnych. Do takich gleb nalezg np. czarnoziemy?2. Natomiast
gleby brunatne i bielicowe charakteryzujg sie duzym zakwaszeniem oraz nadmierng (gleby bielicowe)
lub zbyt matg (gleby brunatne) przepuszczalnoscia, a w konsekwencji odpowiednio ujemnym bilansem
wodnym lub niedostateczng ilosScig powietrza oraz niskg lub bardzo niska (gleby bielicowe) zawartoscia
materii organicznej. W tym kontekscie wieksze zréznicowanie genotypdéw w populacjach T. ajelloi
izolowanych z obu tych gleb moze by¢ efektem adaptacji do niekorzystnych warunkéw. Z drugiej
strony, brak korelacji pomiedzy zmiennoscia genetyczng szczepdw T. ajelloi, a poszczegdlnymi
parametrami fizykochemicznymi badanych gleb moze wskazywa¢, ze o zréznicowaniu genetycznym
gatunku decyduje ogdt cech sktadajgcych sie na okreslony typ gleby, a nie poszczegdlne wtasciwosci
gleb.

Podsumowanie wynikow opisanych w Publikacji H4:

o wykazano bardzo dobry potencjat réznicujacy startera (GACA),, ktéry po raz pierwszy zostat
zastosowany w typowaniu dermatofitéw geofilnych,

e wykazano heterogeniczno$¢ genetyczng szczepdéw T. ajelloi w glebach bielicowych
i brunatnych,

e wykazano homogenicznosc genetyczng szczepow T. ajelloi zasiedlajgcych czarnoziem,

e oceniono, ze réznorodnosé genotypowa szczepdw T. gjelloi izolowanych z gleb bielicowych,
brunatnych i czarnoziemu jest wypadkowa wielu cech srodowiska, charakteryzujgcych dang
glebe

Jak juz wczesniej napisano do grzybéw keratynofilnych zalicza sie dermatofity, ktdre sg
odpowiedzialne za powierzchniowe mikozy skory i jej wytwordw przede wszystkim u ludzi, ale takze
i zwierzat. Wspdtczesne warunki zycia, zwiekszajg prawdopodobienstwo wystgpienia czynnikéw,
sprzyjajacych rozwojowi tego typu infekcji. Poznanie mechanizméw oddziatywania dermatofitéw
z komodrkami gospodarza na poziomie molekularnym jest nadal mato poznane. Dlatego istnieje
wyrazna potrzeba identyfikacji czynnikow zwigzanych z patogennoscig dermatofitéw, a logicznym
punktem wyjscia jest identyfikacja gendw, ktdrych ekspresja nasila sie, bgdZ obniza na skutek
odpowiedzi na rézne bodzZce zewnetrzne.
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[Publikacja H5] Szczegdlng uwage skoncentrowano na
transporterach ABC, ktére s3 najwazniejszymi biatkami A
zaangazowanymi w transport poprzez btony biologiczne. Geny
kodujace te transportery sg ewolucyjnie stare i obecne sg we
wszystkich zywych organizmach, zaréwno prokariotycznych, jak
i eukariotycznych. Cechg charakterystyczng tych biatek jest
zdolnos¢ do wigzania i hydrolizy ATP, a energia uwolniona [ B (> D
podczas tej reakcji wykorzystywana jest do aktywnego ‘ [ ] J A
transportu substratu. Wiekszo$¢ transporteréw ABC zbudowana A
jest wytgcznie z dwdch rodzajow domen: domeny wigzacej ATP D Ao °
(Nucleotide Binding Domain, NBD), ktéra odpowiedzialna jest za L REEE
wiazanie i hydrolize ATP oraz domeny transmembranowej (Trans | 7 ¢ @%\" "CAD.,
Membrane Segment, TMS), warunkujgcej specyficznos¢ w AT {15168
stosunku do substratu transportera, zbudowanej z 6 helis j” J HH_‘ ‘ ____ eeE
przechodzgcych przez btony komodrkowe. Te dwie domeny T nf?k\wgﬂi%_
stanowig jednostke funkcjonalng, a wiekszos¢ transporteréw —
ABC posiada dwie takie jednostki zorganizowane wg schematu AT AT
(NBD-TMS6); badz (TMS6-NBD), i ma wielkos¢ okoto 1500 A) Ogéina struktura transporterdw ABC.
aminokwasow. W komodrkach grzybéw transportery ABC B) Topologia podrodzin transporteréw ABC.

zaangazowane sg miedzy innymi w procesy infekcji i opornosci

na leki przeciwgrzybicze. Do identyfikacji transporteréw ABC uzyto modeli GeneMark.hmm domeny
transmembranowej (TMS) oraz domeny wigzacej nukleotydy (NBD) o numerach referencyjnych
w bazie Pfam odpowiednio: PF00664 oraz PF00005. Celem pierwszego etapu poszukiwan byfa
identyfikacja biatek o kanonicznej strukturze: (TMS-NBD),, posiadajgcych kompletne domeny.
Nastepnie ustalano obecnos¢ znacznikdw charakterystycznych dla transporteréw ABC — krétkich
sekwencji aminokwasowych znajdujacych sie w obrebie domen wigzgcych nukleotydy: Walker A
(fragment ma postac: GxxGxGKST z mozliwymi odstepstwami i inwariantng lizyng pozycji siédmej) —
fragment ten tworzy petle wigzaca fosforany alfa i beta di- i trinukleotydéw; Walker B (zbudowany z
dwéch negatywnie natadowanych reszt aminokwasowych poprzedzonych czterema resztami
alifatycznymi, najczesciej ma on postac: ILLLDE badz VLLLDE) — odcinek ten zaangazowany jest wigzanie
jonu Mg** Jedynie geny posiadajgce po dwa znaczniki Walker A i Walker B (po parze w kazdej domenie
NBD) byty wykorzystane w dalszych badaniach. Ostatnim etapem byto poszukiwanie wspdlnych gendw
dla badanych gatunkéw dermatofitdbw. W tym celu porédwnano sekwencje nukleotydowe
zidentyfikowanych gendw ABC pochodzacych z réznych gatunkdw przy uzyciu programu NCBI BLAST.

A. benhamieae = M. canis M. gypseum T.equinum T.rubrum T.tonsurans T.verrucosum b3

ABC-A 0 1 1 1 1 1 1 6
ABC-B 10 12 10 8 8 9 10 67
hABC-B 2 2 3 3 2 1 2 15
ABC-C 9 12 9 6 6 7 8 57
hABC-C 3 2 3 2 2 2 3 17
ABC-G 3 4 5 4 4 4 4 28
hABC-G 2 1 1 2 1 2 2 11
NBD 6 7 6 6 8 6 6 45
3 35 a1 38 32 32 32 36 246
genes per Mbp 1,57 1,76 1,63 1,33 1,42 1,39 1,60
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Liczba wykrytych gendéw kodujgcych transportery ABC, zawierajacych domene wigzaca
nukleotydy byta podobna we wszystkich analizowanych genomach i wahata sie od 32 w genomie
T. rubrum do 41 w genomie, co stanowi od 1,33 do 1,76 genéw na Mbp sekwencji genomu.
Najliczniejszg podrodzing transporterow ABC byta ABC-B, podczas gdy ABC-A byta najmniej
reprezentowana.

Podrodzina ABC-A byfa najstabiej reprezentowana w genomach dermatofitéw. Pojedynczg
kopie genu ABC-A znaleziono u kazdego gatunku, z wyjgtkiem A. benhamiae. Obecnos¢ genéw ABC-A
wsrdd grzybdw nie jest ciggta, co sugeruje wielokrotne, niezalezne utraty tych gendéw podczas ewolucji.
Geny nalezgce do tej podrodziny transporterow ABC sg obecne w genomach wielu organizmoéw
eukariotycznych, w tym zwierzat, roslin i grzybéw. Transportery ABC-A sktadajg sie z dwdch NBD
i dwoch TMD utozonych w schemacie (TMD-NBD),, z charakterystyczng duzg petla
zewnatrzkomorkowg pomiedzy dwoma pierwszymi transmembranami. Wszystkie zidentyfikowane
w prowadzonych badaniach dermatofitowe transportery ABC-A byty biatkami o petnej dtugosci.
Jedynym grzybowym transporterem ABC-A, ktéry zostat eksperymentalnie przebadany byt transporter
ABC4 zidentyfikowany u Magnaporthe grisea, gdzie jest odpowiedzialny za opornos¢ drobnoustroju na
takie leki jak mikonazol i resweratrol 23. Sekwencje aminokwasowe ABC-A dermatofitéw wykazuja
stosunkowo wysokie, 50% podobienstwo z sekwencjg ABC4 (podobienstwo jest wieksze w obrebie
domen wigzacych nukleotydy). Niska dywergencja ewolucyjna tych biatek w analizowanych genomach
dermatofitéw sugeruje ich istotng role w
metabolizmie komérkowym.

Podrodzina ABC- B jest szeroko
rozpowszechniona we wszystkich zywych
organizmach. Biatka te s3 m.in. zwigzane
z opornoscia wielolekowg (MDR). Analiza
bioinformatyczna wykazata, ze u dermatofitow
jest to najliczniejsza podrodzina transporteréw
ABC, zawierajgca od 9 do 15 kopii gendw petnego
transportera i od 1 do 4 gendéw péttransportera
na kazdy gen. Udato sie dodatkowo wyrdznic
dziesie¢ grup nazwanych od B1 do B9 natomiast
10 grupa ze wzgledu na duze podobieristwo do
B7, opisano jako B7b. Biatka podrodziny ABC-B sg
zorganizowane w dwie potéwki zawierajgce po

jednej domenie TMD i NBD, rozdzielone
Drzewo filogenetyczne dla podrodziny ABC-B facznikiem. Zmiennos¢ sekwencji tacznika jest
zidentyfikowanej w genomach dermatofitéw skorelowana ze zmiennoscig ogdlnych sekwencji
aminokwasowych. w wiekszosci grup

(z wyjatkiem 4, 6 i 7b) zmiennos$¢ sekwencji nie jest zwigzana z potozeniem domen, natomiast
w grupie B8 tylko domeny NBD wykazujg ponadprzecietne podobienstwo. Dlatego sekwencje
oddzielajgce dwie domeny w obrebie kazdej potdwki sg réwniez kluczowe dla aktywnosci transportera,
w przeciwienstwie do linkera taczacego dwie potéwki, ktory prawdopodobnie petni role czysto
strukturalng. Ponad potowa transporteréow ABC-B jest przypuszczalnie funkcyjnie powigzana
transporterem Pmd1, ktéry u Schizosaccharomyces zaangazowany jest w opornos$¢ na zwigzki
cytotoksyczne 2. Mozna przypuszczaé, ze duza liczba transporteréw ABC-B obecnych w komérkach
dermatofitow rowniez odgrywa role obronng przed czynnikami toksycznymi.
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Podrodzina ABC-C jest rowniez okreslana jako biatka zwigzane z opornoscig wielolekowa.
(MRP). Posiadajg one podobng strukture do tej, jakg majg transportery z podrodziny ABC-B
z dodatkiem transmembranowej helisy (N-terminalne przedtuzenie) 2°. Wiekszo$¢ transporteréw ABC-
C zidentyfikowanych w genomach dermatofitdw mozna podzieli¢ na siedem grup (C1-C7). Fakt, ze
transportery ABC-C s3g najbardziej zréznicowang podrodzing mozna ttumaczy¢é tym, ze biatka tej
podrodziny charakteryzuja sie rézna funkcjonalnoscig 2. Biorg one udziat w transporcie szkodliwych
zwigzkéw endogennych i egzogennych. Drzewo filogenetyczne transporteréw ABC-C przedstawia
obraz podobny do tego, jaki obserwuje sie w przypadku podrodziny ABC-B. Wiekszos¢ gendw i ich
produktéow mozna podzieli¢ na grupy posiadajgce jedng kopie w genomie. Z drugiej strony,
dermatofitowe biatka ABC-C nie mozna dokfadnie poréwnac z transporterami ABC-C innych grzybdw,
gdyz dotychczas zbadano tylko kilka grzybowych transporteréw ABC-C. Poza dermatofitami podrodzina
ABC-C zwigzana jest z trzema grzybowymi genami ABC-C, z ktérych dwa sg spokrewnione z biatkami
drozdzowymi: Ycflp i Bptlp 2%, Biatka te zlokalizowane sg w btonie wakuoli, a ich funkcja polega na
detoksykacji z jonéw metali ciezkich. Duza rozbieznos$¢ ewolucyjna dermatofitowych ABC-C wskazuje
na rozlegte zmiany w funkcjonalnosci tej klasy transporteréw w toku ewolucji. Potwierdza to m.in. fakt,
ze nie udato nam sie w prosty sposéb potaczy¢ sekwencji aminokwasowych dermatofitowych ABC-C ze
znanymi odpowiednikami grzybowymi.

Podrodzina ABC-G charakteryzuje sie odwrotng topologia domen: (NBD-TMD),, a jej
wystepowanie ograniczone jest do eukariontéw %°. Biatka te zaangazowane sg w tzw. plejotropowa
opornosc¢ na leki (PDR) i dlatego nazywane sg transporterami PDR. Najwiecej zbadanych transporteréw
PDR pochodzi z drozdzy, gdzie znaleziono dziewie¢ gendw kodujacych te biatka?®. Niektére
z drozdzowych transporteréw PDR wraz z innymi biatkami (w tym czynnikami transkrypcyjnymi) sa
potgczone w sieci regulacyjne. Razem odpowiadajg one za opornos$é na szerokie spektrum czynnikéw
toksycznych. Jeden gen obecny we wszystkich genomach dermatofitéw jest zwigzany z transporterem
PDR Cryptococcus neoformans AFR1, ktory odpowiada za oporno$é na azole 3. W analizowanych
genomach dermatofitdw podrodzina G transporterow ABC wystepuje mniej licznie, w ilosci od 2 do 4
kopii na genom. Drzewo filogenetyczne wskazuje na istnienie trzech gendw ABC-G, ktére sg wspdlne
dla wiekszosci analizowanych genomow.

Péttransportery to transporetry o niepetnej dtugosci, ktére zidentyfikowano w genomach
dermatofitéw w dwdéch podrodzinach ABC-B i ABC-G. Péttransportery ABC-B s3 zwigzane z btonami
mitochondrialnymi i wakuolarnymi, gdzie s gtéwnie odpowiedzialne za utrzymanie homeostazy
jonéw metali u grzybéw 3. Przyktadem takiego biatka jest Hmt1 obecne w drozdzach3? i odpowiada
ono za transport jondw kadmu. Péttransportery ABC-B s3 rowniez zaangazowane w odpowiedz na
stres oksydacyjny 3. Przyktadem takiego transportera jest biatko Atmlp 34 Wiekszosé
pottransporteréw ABC-B znalezionych w badanych genomach dermatofitéw jest spokrewniona
z wczesniej wymienionymi biatkami, co sugeruje, ze petnig one podobng role w tej grupie grzybdéw.
Zidentyfikowano dziesie¢ péttransporterow wykazujagcych odwrécong orientacje (NBD-TMD), co
sugeruje, ze naleza do podrodziny ABC-G. Pie¢ z nich jest spokrewnionych z drozdzowym
transporterem Adplp ¥ o nieznanej funkcji. Sktadajg sie z pojedynczej domeny NBD zlokalizowane;j
w centralnej czesSci biatka oraz jednej domeny transbtonowej w poblizu C-korica. Dodatkowo dwie
helisy transbtonowe powyzej domeny NDB i krotki fragment wykazujg podobienstwo do ludzkiego
naskérkowego czynnika wzrostu (EGF). Ponadto wykryto pojedynczg helise transbtonowg na samym
N-koncu. Co ciekawe, znaleziono geny kodujace ten péitransporter we wszystkich badanych
genomach z wyjatkiem M. canis.

Podrodzina ABC-D zostata wyodrebniona sposrdd innych pottransporteréw ABC ze wzgledu na
specyficzng role. Biatka te sg zwigzane z peroksysomami utatwiajac transport kwaséw ttuszczowych.
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Wiekszo$¢ zidentyfikowanych transporteréw ABC-D jest péttransporterami o orientacji TMD-NBD?,
Niewiele wiadomo na temat grzybowych transporteréw ABC zwigzanych z peroksysomami,
z wyjatkiem dwéch drozdzowych transporteréw ABC Pxal i Pxa2, ktére okazaty sie dziataé jako
heterodimery importujgce dtugotaricuchowe kwasy ttuszczowe. Zidentyfikowano tylko jeden gen ABC-
D na kazdy gatunek dermatofita (z wyjatkiem A. benhamiae, gdzie nie znaleziono Zzadnych
transporterow ABC-D). Pozwala to przypuszczaé, ze dermatofitowe transportery ABC-D dziatajg jako
homodimery.

Podrodzina E zawiera dwie domeny NBD, nie posiada domen transmembranowych. Biatka
z podrodziny ABC-E wystepujg u archaebakterii i eukariontéw 2%, Oprécz domeny NBD grzybowe ABC-
E zawiera klaster zelazowo-siarkowy (Fe/S). Klastry Fe/S sg pierwotnymi kofaktorami wystepujgcymi
w biatkach wszystkich organizmdw, biorgcymi udziat w wielu reakcjach redoks 3. Nasze badania
wykazaty, ze istniejg pojedynczy cztonkowie tej podrodziny w kazdym genomie dermatofitéw, co jest
zgodne z wczedniejszymi danymi uzyskanymi dla innych grup grzybdw *7. Dobrze opisane drozdzowe
biatko ABC-E Rlilp jest zaangazowane w tworzenie rybosoméw, inicjacje translacji i zarzadzanie
reaktywnymi formami tlenu 38,

Podrodzina F rowniez zawiera dwie domeny NBD, nie posiada domen transmembranowych.
Jej cztonkowie zaangazowani sy w regulacje réznych etapdéw translacji. Dermatofitowe biatka ABC-F,
podobnie jak inne grzybowe mozna podzieli¢ na 5 grup.

Transportery ABC odgrywajg wazng role w patogenezie grzybic. Jak juz wspomniano powyzej,
biorg udziat w opornosci wielolekowe] u réznych gatunkéw patogendw. Szybkie nabycie cechy
opornosci dotyczy réwniez dermatofitow, gdyz przedstawiciele tej grupy mikroorganizmoéw stajg sie
coraz bardziej powszechnymi patogenami i poddajg sie standardowym schematom terapii
przeciwgrzybiczej. W zwigzku z tym, doktadne badanie transporteréw ABC stanowi wazne narzedzie
w poszukiwaniu nowych lekéw przeciwgrzybiczych, a takim przypadku zdobyta, poprzez
przeprowadzong przez Nas analize bioinformatyczng, wiedza na temat dermatofitowych
transporteréw ABC bedzie nieoceniona.

Podsumowanie wynikow opisanych w Publikacji H5:

o wykazano réznorodnos¢ transporteréw ABC w genomach dermatofitéw, co sugeruje, ze wiele
gendw jest wspdlnych dla wszystkich badanych gatunkow,

e poréwnano dermatofitowe transportery ABC z ich odpowiednikami pochodzgcymi z innych
grzybow,

e analiza podrodziny ABC-B wykazata, ze wiekszos¢ transporterow dermatofitow jest w jakis
sposéb spokrewniona ze znanymi genami transporteréw ABC z innych grzybdw, co sugeruje
podobng role tej grupy biatek. Podobng sytuacje mozina zaobserwowac¢ w przypadku
podrodziny ABC-G.

e w podrodzinie ABC-C tylko kilka gendéw dermatofitow moze byé powigzanych
z odpowiednikami z innych grzybdw, co sugeruje, ze ta grupa biatek nadaje dermatofitom
cechy specyficzne dla tej grupy patogenow grzybowych

[Publikacja H6] Analiza bioinformatyczna sekwencji genomdw analizowanych gatunkéw
dermatofitdbw wykazata rdwniez wyrazne rdinice w czestoSci wystepowania powtdrzen
mikrosatelitarnych. We wszystkich badanych genomach wykazano wyrazng presje selekcyjng
eliminujgcg powtdrzenia mikrosatelitarne z sekwencji gendw, a szczegdlnie z sekwencji kodujacych.
Podczas analizy sekwencji mikrosatelitarnych udato sie zidentyfikowaé locus mikrosatelitarny

charakterystyczny dla Microsporum canis.
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Jak juz bylo wczesniej wspomniane, identyfikacja gatunkowa grzybdw keratynofilnych za
pomocg konwencjonalnych metod mykologicznych opartych na analizie makro- i mikroskopowe;j jest
czasochtonna i ma wiele ograniczen, takich jak powolny wzrost grzybéw czy niska specyficznosc.
Dlatego caty czas istnieje potrzeba rozwoju metod molekularnych, ktére zapewnityby wiarygodna
i szybka identyfikacje tej grupy grzybdéw, w tym takze tych o znaczeniu klinicznym, zwtaszcza ze
prawidtowa identyfikacja czynnika etiologicznego zakazenia oraz skuteczna jego eliminacja sg
niezbedne do zapobiegania dalszej

it SRS transmisji. Zaproponowano

GCTTCAACCCCGGGACAGGCTCATCCCCTTCCCCACCCGCARCATCAGCATCACCAGCAGCAACA . . .

wykorzystanie sekwencji nukleotydowej

s genu velB zawierajagcego unikalny

CAGCACCAGCACCAGCATCCACAGTCTCATTCCCATTCCCACTCTCAGGTGCAGCCACAATTACAGCCTCCGGCTC motyw mikrosatelitarny (CAGCAC)s, jako
_

BB e A TAA e 3 nowego markera molekularnego do

identyfikacji M. canis. Biatko VelB

Fragment docelowej sekwencji genu velB u Microsporum canis (velvet-like B) jest zaleinym od s$wiatta

( XM_002845600) i orientacja sekwencji starteréw. Obszar zacieniony ,
reprezentuje unikalny motyw mikrosatelitarny (CAGCAC)s. regUIatorem' ktory Odgrywa kluczowa

role w koordynowaniu metabolizmu
wtérnego i rozwoju grzybéw °.

Przebadano 153 prébki DNA wyizolowanego z grzybow nalezgcych do rodzajéw Trichophyton,
Microsporum, Epidermophyton, Chrysosporium i Candida, ktdre zostaty uzyskane z kolekcji Westerdijk
Fungal Biodiversity Institute (dawniej CBS-KNAW, Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht,
Holandia) lub pochodzity z kolekcji prowadzonej w Katedrze Mikrobiologii Molekularnej, Wydziatu
Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu tédzkiego. Tradycyjna mykologiczna identyfikacja zostata
potwierdzona metodg PCR-RFLP w oparciu o region ITS1-5.8S-ITS2. Walidacja reakcji PCR in silico
z udziatem zaprojektowanych przeze mnie sekwencji starterowych Mc-VelB-F i Mc-VelB-R wykazata, ze
hybrydyzujg wytacznie z docelowg sekwencjg (XM_002845600) gatunku Microsporum canis CBS
113480. Walidacja przeprowadzona in vitro wykazata, ze produkt PCR o wielkosci okoto 200 p.z. byt
wykrywany tylko w przypadku M. canis. Amplifikowany fragment genu velB u M. canis jest bardzo
unikalny ze wzgledu na obecno$¢ motywu mikrosatelitarnego (CAGCAC)s. Aby to potwierdzic
przeanalizowano dostepne sekwencje genu velB u innych dermatofitéw, jak réwniez u innych grzybéw
nalezacych do Ascomycota, zdeponowanych w bazie NCBI. Zgodnie z analiza bioinformatyczng,
specyficzny motyw mikrosatelitarny (CAGCAC);s zlokalizowany w obrebie genu velB jest obecny
wytacznie u M. canis. Analiza wykazata réwniez, ze krétszy motyw (CAGCAC)s byt obecny w genie velB
u Nannizzia gypsea. Sekwencja CAGCAC byta obecna jako oddzielny pojedynczy motyw w trzech
miejscach genu velB Colletotrichum higginsianum, dwukrotnie w przypadku Colletotrichum
orchidophilum i Beauveria bassiana, i raz w przypadku Verticillium dahliae, Verticillium alfalfae,
Metarhizium acridum, Curvularia lunata, Aspergillus nidulans, Marssonina brunnea, Pochonia
chlamydosporia, Magnaporthe oryzae i Talaromyces stipitatus. U pozostatych analizowanych
gatunkdéw nie znaleziono motywu CAGCAC.

Podsumowanie wynikéw opisanych w Publikacji H6:

e zaproponowano wykorzystanie sekwencji nukleotydowej genu velvet-like B (velB) jako
nowego markera molekularnego do gatunkowej identyfikacji M. canis

e nowy marker zawiera unikalny motyw mikrosatelitarny (CAGCAC)s do identyfikacji M. canis.

e zastosowanie nowego markera molekulanego moze by¢ szczegodlnie przydatne w
odréznianiu zoofilnych Microsporum canis od antropofilnego Microsporum audouinii ktére sg
filogenetycznie blisko spokrewnione i mogg powodowac podobne objawy kliniczne.
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[Publikacja H7] Metabolomika, po transkryptomice i proteomice, odgrywa wazing role
w zrozumieniu mechanizméw patogenezy bakterii, grzybow lub wiruséw i staje sie bardzo uzyteczna
w naukach przyrodniczych. W porédwnaniu z genomem i transkryptomem, proteom i metabolom s3
znacznie bardziej ztozone i dynamiczne. Transkrypcja gendw nie zawsze odzwierciedla sie
bezposrednio w ilosci i aktywnosci zwigzkdéw, takich jak biatka i metabolity w komérkach. Jednak
poréwnujgc profile metabolitéw czy biatek prébek kontrolnych z préobkami rosngcymi w okreslonych
warunkach, uzyskuje sie informacje o zmianach jakosciowych i ilosciowych, wywotanych przez czynnik
stymulujacy. Spektrometria mas jest podstawowg metodg omiczng z wyboru w przypadku badan
metabolomicznych. To narzedzie analityczne jest bardzo przydatne dla lepszego zrozumienia biologii
organizméw i ich odpowiedzi na rézne bodzce srodowiskowe. Procesy komérkowe charakteryzujg sie
wytwarzaniem unikalnych, chemicznych "odciskow palcédw", czyli zestawu metabolitéw
o specyficznym sktadzie.

Keratyna jest niezwykle wazna i potrzebna do wzrostu dermatofitow w tkankach gospodarza,
a zdolno$¢ do inwazji zrogowaciatych tkanek jest uwazana za ich gtéwny czynnik wirulencji. Interakcji
na linii gospodarz-dermatofit towarzyszy adaptacja metabolizmu grzybdéw, ktéra umozliwia im
przyleganie do tkanki gospodarza, jak rowniez wykorzystanie dostepnych skfadnikéw odzywczych
niezbednych do ich przetrwania i wzrostu. Poniewaz analiza metabolomiczna nie byta, jak dotad,
wykorzystana do identyfikacji chemicznych ,odciskow palcow” dla Trichophyton ruburm
i Microsporum canis w obecnos$ci keratyny, po raz pierwszy na swiecie, podjeto taka analize.

Zwigzki takie jak L-alanina, kwas kynureninowy i cysteina w przypadku T. rubrum oraz
cysteina i ryboflawina w przypadku M. canis bylty wykrywane tylko w podiozu uzupetnionym
keratyng. Znaczacy wzrost produkcji kwasu kynureninowego przez T. rubrum w podtozu
promujgcym degradacje keratyny jest interesujacy. Kwas kynureninowy wykazuje silne wtasciwosci
immunosupresyjne wobec komérek odpornosciowych kregowcow, prowadzac do wyciszenia ich
dziatania zapalnego poprzez ograniczenie produkcji cytokin, w tym interleukin (IL) takich jak IL-4, IL-
23 oraz czynnika martwicy nowotworéw-a (TNF-a). Ponadto hamuje réinicowanie limfocytow
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Th17%. IL-17 produkowana przez komérki Thl7, odgrywa waing role w aktywacji odpowiedzi
przeciwgrzybiczej. Doniesienia te wydajg sie szczegdlnie interesujgce, gdyz T. rubrum, jako dermatofit
antropofilny, opracowat szereg strategii pozwalajacych na unikniecie odpowiedzi immunologicznej
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gospodarza, co bezposrednio wptywa na czas trwania wywotanych infekcji oraz trudnosci w ich
leczeniu. Z kolei, L-alanina jest jednym z kluczowych aminokwaséw tworzacych biatka, a jej
zwiekszona obecno$¢ wewngtrzkomérkowa stwierdzona tylko w przypadku, gdy T. rubrum degradowat
keratyne moze sugerowaé, ze L-alanina jest waznym skfadnikiem biatek odpowiedzialnych za proces
patogenezy grzybow dermatofitowych. W przypadku wysoce wirulentnego mutanta innego patogenu
grzybowego, szczepu Candida albicans pir32 null, L-alanina wchodzi w skfad sekwencji najlepiej
zidentyfikowanych biatek Sciany komorkowej (CWP). Analizy przeprowadzone na innych grzybach
patogennych wykazaty, ze CWP odgrywaja istotng role w biosyntezie i rearanzacji $ciany komérkowej
i s3 waznymi czynnikami wirulencji*“2.

Podczas analiz metabolomicznych T. rubrum i M. canis cysteina zostata wykryta tylko podczas
degradacji keratyny przez te grzyby*:. Cysteina, produkt degradacji keratyny, jest utleniana przez
dioksygenaze cysteinowg (CDO) do kwasu siarkowego. Zwigzek ten jest prekursorem tauryny lub
pirogronianu i siarczanu, ktére mogg by¢ ponownie wykorzystane w degradacji keratyny. Cysteina jest
bardzo dobrym zrédtem siarki i jest szybko zuzywana z podtoza przez patogen, nawet w obecnosci
lepszych skitadnikdw odizywczych. Ponadto nadmiar siarki jest wydalany na zewnatrz komorki
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Schematyczny przeglad szlaku biochemicznego zwigzanego z wykrytymi metabolitami u . R ,
T. rubrum i M. canis. Tto pomaranczowe to metabolity T. rubrum zidentyfikowane tylko tworzenia slarczynow.
na podtozu kontrolnym (MM-Cove), podczas gdy metabolity na rézowym tle reprezentujg . . .
te oznaczone tylko podczas degradacji keratyny. Metabolity M. canis na z6ftym tle RybOﬂaW"'Ia (WItamlna BZ) byla
reprezentujg te oznaczone tylko w podtoiu kontrolnym (MM-Cove), podczas gdy drugim wewnatrzkomérkowym
metabolity na r6zowym tle reprezentuja te oznaczone tylko podczas degradacji. ; ,
metabolitem, ktéry obserwowano

u M. canis tylko podczas degradaciji
keratyny . Dietl i wsp. wykazali, ze witamina B2 jest kluczowa dla patogenezy innego grzyba
strzepkowego Aspergillus fumigatus. Badania wykazaty, ze usuniecie genu zaangazowanego w proces
biosyntezy ryboflawiny (riboB) bezposrednio skutkuje utratg wirulencji tego patogenu. Ryboflawina
jest prekursorem mononukleotydu flawinowego (FMN), jak réwniez dinukleotydu flawinowo-
adeninowego (FAD), ktdre sg kofaktorami niezbednymi w katabolicznych procesach oksydacyjnych.
Flawoproteiny produkowane przez A. fumigatus odpowiadajg za biosynteze sideroforéw czy asymilacje
zelaza %, Zjadliwo$é patogendéw jest czesto charakteryzowana na podstawie zdolnosci tych
mikroorganizméw do pozyskiwania zelaza ze $rodowiska “°. Dlatego zwiekszona produkcja
ryboflawiny przez M. canis podczas degradacji keratyny moze sugerowac, ze jest to jedna z adaptacji
do procesu infekcji. Szlak biochemiczny syntezy tego metabolitu mégtby by¢ proponowanym celem
dla leku przeciwgrzybiczego.
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Zaobserwowano, ze wzrost T. rubrum i M. canis w podtozu kontrolnym (podtoze minimalne
zawierajgce glukoze jako jedyne Zrédio wegla), intensywnie wytwarzat giéwne produkty procesu
oddychania wewnatrzkomérkowego. Maranhao i wsp. ¥’podali, ze T. rubrum rosnacy w obecnosci
glukozy jako jedynego dostepnego Zrddta wegla zakwasza podtoze, jak réwniez hamuje produkcje
proteaz zewnetrznych. Metabolity glikolizy moga by¢ wtgczone do dalszych etapdw procesu, ale mogg
by¢ alternatywnie wykorzystane w innych szlakach metabolicznych. Na przyktad wtgczenie glukozo-6-
fosforanu do szlaku fosforanu pentozy powoduje obecnos¢ rybozo-5-fosforanu i fosforanu
dinukleotydu nikotynamido-adeninowego (NADPH), co zapewnia skuteczniejszg ochrone komdrek w
warunkach stresu oksydacyjnego *. Zastosowane w badaniu podtoie minimalne (MM-Cove)®
zawierajace glukoze jako zréodto wegla ze wzgledu na ograniczong dostepnosé¢ sktadnikow
odzywczych dla T. rubrum, jak réwniez M. canis moie prowadzi¢ do zwiekszonej produkcji
specyficznych substancji. Co wiecej, zwiekszona liczba metabolitow petnigcych role transporteréw
energii, takich jak GTP, adenozynotrdjfosforan (ATP) czy urydyno-5'-trifosforan (UTP) w pozywce
kontrolnej moze by¢ przydatna do zwiekszonej syntezy molekut dziatajacych ochronnie na komorki
T. rubrum i M. canis. W tym kontekscie warto skupié sie na hydroksy-L-prolinie wytwarzanej przez T.
rubrum tylko w medium kontrolnym. W komdérkach Saccharomyces cerevisiae wykazano, ze L-prolina
i hydroksy-L-prolina petnig funkcje ochronng podczas stresu retikulum endoplazmatycznego (ER) w
obecnosci niskiego poziomu aminokwaséw, wywotanego niedoborem sktadnikéw odzywczych. Stres
ER powoduje nieprawidtowe sktadanie produkowanych biatek, jak réwniez zmniejszenie catkowitej
produkcji biatek w komérce 0. Interesujace jest to, ze utleniony i zredukowany glutation wykryto
tylko w medium kontrolnym, zaréwno w przypadku T. rubrum, jak i M. canis. Glutation odgrywa
wazng role w ochronie przed ksenobiotykami, metalami ciezkimi i reaktywnymi formami tlenu
wsréd tlenowych prokariotéw i eukariotéw . Ponadto, w obecnosci ograniczonych sktadnikéw
odzywczych w s$rodowisku, glutation jest waznym rezerwuarem azotu i siarki. Wczesniejsze
doniesienia wskazywaty rowniez, ze zwigzki takie jak pirydoksyna (witamina B6), metabolit oznaczany
razem z glutationem u M. canis tylko w podiozu kontrolnym, jak réwniez kwas para-
aminobenzoesowy (PABA)°? i y-aminomastowy (GABA) >3, metabolity oznaczane u T. rubrum
w podiozu kontrolnym, mogg pomdéc komdrce przetrwaé¢ w warunkach stresowych, takich jak
ograniczona dostepnos¢ sktadnikéw odzywczych .

Podsumowanie wynikow opisanych w Publikacji H7:

e degradacja keratyny powoduje zmiany w wewnatrzkomarkowej aktywnosci metabolicznej
T. rubrum i M. canis,

e metabolitowe "odciski palcow" zidentyfikowane u T. rubrum i M. canis to zwigzki biorgce
udziat w metabolizmie aminokwaséw, weglowodandw, uczestniczace w procesach takich jak
glikoliza i cyklem kwasu tréjkarboksylowego (TCA),

e metabolity takie jak kwas kynureninowy, L-alanina i cysteina w przypadku T. rubrum oraz
cysteina i ryboflawina w przypadku M. canis byly wykrywane tylko podczas degradacji
keratyny, co moze sugerowac, ze zwigzki te moga odgrywac kluczowq role w interakcjach
T. rubrum i M. canis z tkanka gospodarza,

o efekty przeprowadzonej po raz pierwszy na swiecie, metabolomicznej analizy T. rubrum i M.
canis podczas degradacji keratyny, ktére nasladujg zakazenie dermatofitami komadrek
gospodarza, stwarzajg mozliwos¢ poszerzenia dostepnej wiedzy na temat mechanizméw
zwigzanych z patogennoscia dermatofitow oraz innych wtasciwosci biologicznych tej grupy
patogendw.
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PODSUMOWANIE NAJWAZNIEJSZYCH WYNIKOW OPISANYCH W PUBLIKACJACH H1-H7:

e po raz pierwszy wykorzystano wypluwki ptakéw drapieznych Polski, celem zbadania
mozliwych drog transmisji potencjalnie chorobotwadrczych grzybow keratynofilnych,

e po raz pierwszy zastosowano metody molekularne (PCR-RFLP) do molekularnej
identyfikacji grzybéw keratynofilnych izolowanych z wypluwek ptakéw drapieznych
Polski,

e po raz pierwszy zastosowano metody molekularne  (PCR-MP) do
wewnatrzgatunkowego réznicowania szczepdw grzybow keratynofilnych izolowanych
z wypluwek ptakéw drapieznych Polski oraz metode MSP-PCR do
wewnatrzgatunkowego réznicowania szczepow grzybow keratynofilnych izolowanych
z gleb,

e po raz pierwszy wykazano, ze wypluwki ptakéw drapieznych Polski istotnie
przyczyniajg sie do krazenia grzybdéw keratynofilnych w srodowisku, w zwigzku z czym
opracowano mozliwe modele rozprzestrzeniania tych grzybow,

e po raz pierwszy wykazano, ze grzyby keratynofilne izolowane z wypluwek ptakéw
drapieznych Polski mozina z powodzeniem wykorzystywa¢ do kompostowania
odpaddw keratynowych,

e po raz pierwszy wykazano, na podstawie analiz bioinformatycznych, réznorodnos¢
transporteréw ABC w genomach grzybdw keratynofilnych, takich jak dermatofity
bedgcych patogenami ludzi i zwierzat,

e po raz pierwszy zidentyfikowano nowy marker molekularny (gen velB), ktéry bedzie
przydatny do gatunkowej identyfikacji grzyba keratynofilnego, Microsporum canis

e po raz pierwszy przeprowadzono analize metabolomiczng grzybdw keratynofilnych,
T. rubrum i M. canis w warunkach degradacji keratyny, i wykazano, ze zidentyfikowane
metabolity mogg mie¢ bezposredni wptyw na interakcje patogen-gospodarz.

5. Omodwienie pozostatych osiggnie¢ naukowych
5.1. Przed uzyskaniem stopnia doktora

Na Il roku studiéw magisterskich (2000 rok) na kierunku mikrobiologia zgtositam sie do Zaktadu
Genetyki Drobnoustrojéw, kierowanego przez prof. dr hab. Adama Jaworskiego, wyrazajac chec
udziatu w pracach badawczych Zaktadu. Profesor Adam Jaworski, wskazat wéwczas, ze interesujgca,
ale zupetnie nowga tematykg, ktérg mozna by realizowac¢ w kierowanym przez Niego Zaktadzie, mogg
by¢ dermatofity, czyli grzyby chorobotwdrcze dla cztowieka i zwierzat. To wtasnie wtedy rozpoczeta sie
moja naukowa przygoda z grzybami keratynofilnymi. W 2000 roku wiedza na temat tej waznej
z medycznego punktu widzenia, grupy grzybdéw, byta raczej skromna. Gromadzitam dostepne wéwczas
dane literatury przedmiotu i podsumowatam je w postaci kilku prac przeglagdowych:

e tukasz Bojarski, Anita Dobrowolska, Michat Grabowski, Marek Czarnecki, Adam
Jaworski. 2001. Molekularna diagnostyka i epidemiologia zakazen niektorymi
gatunkami grzybéw chorobotwdrczych. Post. Mikrobiol. vol.40, no.3, 311-324.

e Anita Dobrowolska, tukasz Bojarski i Pawet Staczek. 2002. Metody i techniki
molekularne stosowane w diagnostyce i epidemiologii zakazen grzybami
chorobotwdrczymi. Wiadomosci Parazytologiczne, Tom 48, Zeszyt 3, 241-255.
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e Anita Dobrowolska, Adam Jaworski. 2008. Genomika i inzynieria genetyczna
dermatofitéw. Mikologia Lekarska, 15, 223-227.

e Anita Dobrowolska, Pawet Stgczek, Aleksandra Kaszuba, Adam Jaworski 2008. Genetic
studies of dermatophytes. Advances in Dermatology and Allergollogy XXV 79-81.

Poczatki pracy naukowe] byty trudne, polegaty na opracowaniu, w oparciu o literature,
metodyki izolacji genomowego DNA, co trwato ponad rok. Osiggajgc wreszcie ten krok milowy otworzyt
sie przede mng szeroki wachlarz mozliwosci badan z wykorzystaniem genomowego DNA tej grupy
grzybdéw keratynolitycznych. Tradycyjne metody diagnostyki mykologicznej dermatofitdw, opierajgce
sie na analizie makro- i mikroskopowej oraz testach biochemicznych, nie pozwalaty wéwczas na
uzyskanie jednoznacznych wynikéw, co byto konsekwencjg uwarunkowanej sSrodowiskowo zmiennosci
fenotypowe] gatunkéw oraz szczepdéw badanej grupy grzybéw chorobotwdrczych. Dlatego jednym
z pierwszych postawionych mi zadann badawczych byta molekularna identyfikacja i réznicowanie
szczepow klinicznych dermatofitéw izolowanych od pacjentéw z regionu tédzkiego, z zastosowaniem
znanych metod molekularnych PCR-RFLP, RAPD i nowej metody PCR MP. Realizacja badan byta
mozliwa m.in. dzieki nawigzaniu wieloletniej wspdtpracy z zespotem prof. dr hab. Andrzeja Kaszuby,
Kierownikiem Kliniki Dermatologii i Dermatologii Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego w todzi oraz
Specjalistycznych Gabinetéw Lekarskich ,DERMED” w todzi. W celu amplifikacji regionu ITS1-5.85-ITS2
operonu rDNA zastosowano, uniwersalng pare starteréw ITS1 i ITS4. Analize restrykcyjng amplikonéw
regionu ITS1-5.85-ITS2 przeprowadzono za pomocg endonukleazy Hinfl, ktérej przydatnosc
w gatunkowe] identyfikacji dermatofitow zostata opisana w literaturze przedmiotu. W oparciu
o uzyskane fragmenty restrykcyjne, w obrebie badanej kolekcji, zidentyfikowano gatunki: Trichophyton
rubrum, Trichophyton verrucosum, Trichophyton mentagrophytes var. interdigitale, Microsporum canis
i Epidermophyton floccosum. Co wiecej, udato sie w wyniku analizy komputerowej, zidentyfikowa¢
w amplifikowanym regionie, sekwencje docelowe dla nowych, nie stosowanych, jak dotad, restryktaz
Hhal i Mvnl, ktére z powodzeniem mozna stosowaé, odpowiednio, w gatunkowej i rodzajowej
identyfikacji badanych dermatofitow metoda PCR-RFLP. Wyniki opisane powyzej zostaty
opublikowane jako praca oryginalna:

e Anita Dobrowolska, Pawet Staczek, Aleksandra Kaszuba, Magdalena Koztowska. 2006.
PCR-RFLP analysis of the dermatophytes isolated from patients in Central Poland.
Journal of Deramtological Sciencei. 42 (1): 71-74.

Dla celéw dochodzenia Zrédet zakazen oraz drdg transmisji patogenéw w S$rodowisku,
konieczna jest dostepnos$¢ metod pozwalajagcych na gtebokie réznicowanie genetyczne szczepdw
w obrebie gatunku. W przypadku dermatofitéw, takich metod i technik, z wyjatkiem techniki RAPD,
nie udato sie opracowad (stan wiedzy w roku 2007). W tym celu, podjetam wspodtprace z Katedrg
Mikrobiologii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej, kierowang przez prof. dr hab. Jézefa Kura.
W trakcie 4-tygodniowego stazu naukowego nauczytam sie, stosunkowo nowej techniki PCR MP (PCR
Melting Profiles), opartej o ligacje adapteréw oligonukleotydowych i réznice w temperaturach
topnienia fragmentéw restrykcyjnych DNA. Metoda ta okazata sie by¢ niezwykle uiyteczna
w genotypowaniu szczepdw badanych dermatofitéow (pochodzacych z Kliniki Dermatologii
i Dermatologii Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego w todzi), zwtaszcza Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes i Microsporum canis. Efekty wspomnianej wyzej wspétpracy naukowej
zostaty opublikowane jako praca oryginalna:

e Justyna Leibner-Ciszak, Anita Dobrowolska, Beata Krawczyk, Aleksandra Kaszuba,
Pawet Staczek. 2010. Evaluation of PCR MP metod for inter-species differentiation of
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Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes. Journal of Medicinal
Microbiology. 59: 185-192 (praca ukazata sie drukiem po uzyskaniu stopnia doktora).

Tym samym po raz pierwszy w Polsce i na swiecie udokumentowano przydatnos¢ ww.
metody do wewnatrzgatunkowej analizy molekularnej dermatofitéw.

Metoda PCR-MP byta réwniez wykorzystana do wewnatrzgatunkowego rdznicowania
Microsporum canis, co byto jednym z celdw rozprawy doktorskiej, ktérej bytam opiekunem naukowym,
Pani mgr Joanny Debskiej pt: ”Badania zréznicowania struktury klonalnej szczepéw Microsporum canis
i niektdrych, innych gatunkdéw dermatofitéw izolowanych od ludzi i zwierzgt w Polsce.”

W pierwszej dekadzie XXI wieku niewiele rowniez byto danych dotyczgcych mechanizméw
patogennosci dermatofitow. Badania mozliwych czynnikdw wirulencji wydawaty sie na tamten
moment utatwione dzieki systemom genetycznych transformacji dla ww. grzybéw chorobotwérczych.
Stad kolejnym, niezwykle waznym celem badawczym byto opracowanie systemu transformacji dla
dermatofitow, ktore stworzytyby szanse na zainicjowanie systematycznych badan poznawczych.
Realizacja tego projektu mozliwa byta po uzyskaniu srodkow finansowych, pochodzacych
z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, w ramach grantu promotorskiego 2 P04C 044 30 —
Opracowanie uktadu szczep-gospodarz/wektor plazmidowy dla selekcji mutantéw integracyjnych oraz
konstrukcji transgenicznych szczepdw dermatofitow z rodzaju Trichophyton i Microsporum.
Funkcjonujgce wéweczas systemy transformacji dla grzybow strzepkowych, polegaty na wprowadzaniu
DNA do ich protoplastéw lub sferoplastow. Analizujgc doktadnie dane literaturowe, stwierdzitam, ze
jak dotad nie wykorzystano, jako komdrek kompetentnych, spor dermatofitow. Dlatego kolejnym
etapem badan byto opracowanie metody otrzymywania kompetentnych spor i sposobu ich
transformowania. W badaniach wykorzystatam wektory plazmidowe pochodzace z kolekcji Profesora
Makimury z Teikyo University, Tokio, Japonia, u ktérego, w roku 2007, odbytam réwniez 4-tygodniowy
staz naukowy w ramach stypendium przyznanego przez IUMS. Aby otrzymaé kompetentne spory
postuzytam sie protokotem doswiadczalnym Sancheza i Aguierr’a dla Aspergillus nidulans >
Otrzymatam kilkanascie transformantow T. rubrum/ pCHSH75-Pch/GFP/TtrpC. Ich analiza molekularna
poprzez reakcje PCR z odpowiednig parg starteréw, potwierdzita obecnos¢, w ich komadrkach, genu
egfp, ktérego ekspresja widziana byta w postaci silnej fluorescencji. Z kolei analiza transformantéw
metodg hybrydyzacji Southern blot dowiodta, ze plazmid pCHSH75-Pch/GFP/TtrpC integruje sie
w réznych regionach genomu Trichophyton rubrum oraz, ze gen hph i egfp wystepuja w pojedynczej
liczbie kopii. Uzyskane wyniki byty poréwnywalne do rezultatéw otrzymanych przez Yamada i wsp. *°,
ktérzy przeprowadzajgc analize transformantéow T. mentagrophytes/pCHSH75-Pch/GFP/TtrpC
w oparciu o hybrydyzacje Southern blot rowniez dowiedli, ze integracja DNA plazmidowego moze
zachodzi¢ w réznych regionach genomu badanego gatunku, a liczba kopii genéw egfp i hph wahata sie
od 1 do kilku. Zaproponowana tym samym po raz pierwszy na swiecie, metoda transformacji
podkietkowanych spor Trichophyton rubrum na drodze elektroporacji, jak rowniez metoda selekcji
transformantéw, poprzez etap ich wczesnej germinacji, zakonczyta sie powodzeniem. Uzyskane
wyniki zostaty opublikowane jako praca oryginalna

e Anita Dobrowolska, Pawet Stgczek. 2009. Development of transformation system for
Trichophyton rubrum by electroporation of germinated conidia. Current Genetics 55:
537-542 (praca ukazata sie drukiem po uzyskaniu stopnia doktora),

a takze zostaty wyrdznione | nagrodg w konkursie im. Profesora Wactawa Szybalskiego za najlepsza
prace Mtodego Biotechnologa, pt: "Badania genetyczne dermatofitow: wektory plazmidowe oraz
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systemy transformacji Trichophyton rubrum” Nagrode wreczono podczas 26. Zjazdu Polskiego
Towarzystwa Mikrobiologéw w roku 2008 w Szczecinie.

Jako opiekun pracy magisterskiej Pani Joanny podjetam réwniez, z powodzeniem, prébe
wykorzystania genu syntazy chitynowej 1 (chs1), jako markera genetycznego do molekularnej
identyfikacji dermatofitéw T. rubrum and T. mentagrophytes metoda PCR-RFLP. Uzyskane wyniki
zostaty opublikowane jako praca oryginalna:

e Anita Dobrowolska, Joanna Debska, Pawet Stgczek. 2008. Molecular identification of
Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes by PCR-RFLP targeting of the
DNA chitin synthase 1 gene. Mikologia Lekarska, Vol. 15 (4): 193-196 (praca ukazata
sie drukiem po uzyskaniu stopnia doktora).

5.2. Po uzyskaniu stopnia doktora

Zapoczatkowana w roku 2005 wspdtpraca z zespotem prof. dr hab. Andrzeja Kaszuby,
Kierownika Kliniki Dermatologii i Dermatologii Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego w todzi oraz
Specjalistycznych Gabinetdéw Lekarskich ,,DERMED” w todzi, zaowocowata wspdélnym projektem
badawczym, finansowanym przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr N N402 692640 -
Badanie struktury klonalnej klinicznych szczepow dermatofitow izolowanych od pacjentéow
w regionie tédzkim w latach 2000-2010, ktérego Kierownikiem byt prof. dr hab. Adam Jaworski, a ja
bytam Gtéwnym Wykonawcy. Gtéwnym celem projektu byto zbadanie i ustalenie stopnia
filogenetycznego zréznicowania struktury genetycznej (klonalnej) dwdch duzych kolekcji szczepow
nalezacych do zidentyfikowanych gatunkdow dermatofitéw, izolowanych od pacjentéw z regionu
tédzkiego w latach, odpowiednio, 2000 - 2005 oraz 2005-2010. Zgromadzono kolekcje obejmujaca
ponad 100 szczepédw dermatofitow izolowanych od pacjentéw z regionu centralnej Polski w latach
2000-2010; przeprowadzono weryfikacje tradycyjnej gatunkowej identyfikacji badanej kolekgcji
dermatofitéw przy pomocy metody PCR-RFLP; przeprowadzono analizy preparatéw genomowych
DNA metodg RAPD w oparciu o starter (GACA), i (GTG)s, technike PCR-MP oraz podjeto prébe
konstrukcji dendrograméw dla poszczegdlnych gatunkéw. Uzyskane wyniki pozwolity na
wewnatrzgatunkowe rdznicowanie badanych gatunkéw dermatofitéw zaréwno przy zastosowaniu
metody PCR MP oraz RAPD. W przypadku izolatéw M. canis nie zaobserwowano ponownie
réznicowania zadng z metod, czego przyczyng mogta by¢ niska moc dyskryminacyjna zastosowanych
markeréw lub stabilnos¢ genetyczna tego gatunku dermatofitéw, co sugerowatam juz w jednej
z opublikowanych przez mnie wczesniej pracy:

e Anita Dobrowolska, Joanna Debska, Magdalena Koztowska, Pawet Staczek. 2011.

Strain differentiation of Microsporum canis by RAPD analysis using (GACA), and (ACA)s
primers. Polish Journal of Microbiology. 60: 145-148.
Wyniki badan uzyskanych w ramach realizowanego projektu zostaty opublikowane jako praca
oryginalna:
e Anita Ciesielska, Magdalena Koztowska, Marek Gadzalski, Mariusz Worek, Adam
Jaworski, Pawet Staczek. 2014. Application of microsatellite-primed PCR (MSP-PCR)

and PCR melting profile (PCR-MP) method for intraspecies differentiation of
dermatophytes. Polish Journal of Microbiology. 2014;63(3):283-90

Réwnolegle do prac prowadzonych z zespotem Profesora Andrzeja Kaszuby, nawigzatam
wspotprace z prof. dr hab. Eugeniuszem Baranem z Kliniki Dermatologii, Wenerologii i Alergologii
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Zostatam zaangazowata w projekt polegajacy na
molekularnej identyfikacji (PCR-RFLP) i réznicowaniu (RAPD) klinicznych izolatéw Trichophyton
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rubrum izolowanych przede wszystkim od pacjentéw z Dolnego Slaska (40 izolatéw) oraz Krakowa
(8 izolatow) i Niemiec (9 izolatéw, Tubingen). Wyniki badan wykazaty wysoka zgodnosé¢ pomiedzy
konwencjonalnymi i molekularnymi technikami identyfikacji T. rubrum. Tylko dwa izolaty zostaty
zidentyfikowane jako izolaty inne niz T. rubrum: jeden zostat zidentyfikowany jako T. tonsurans
(po analizie restrykcyjnej z Mval), a drugi zostat uznany za grzyb niedermatofitowy. Mozliwe
wyjasnienie tego drugiego przypadku mogto by¢ zwigzane z zanieczyszczeniem laboratoryjnym proébki
i/lub kultury. W wyniku potgczenia profili z obu testéw RAPD otrzymano 47 genotypdw, a ogdlny
wskaznik réznorodnosci genotypowej wynidst 85,4%. Analiza dendrogramu przeprowadzona na
profilach wygenerowanych przez RAPD ze starterem 1 wykazata, ze wiekszos¢ izolatéw (87,3%) jest
genetycznie powigzana. Wyniki badan uzyskanych w ramach wspétpracy zostaty opublikowane jako
praca oryginalna:

e Anita Hryncewicz-Gwdzdz, Tomasz Jagielski, Anita Dobrowolska, Jacek Szepietowski,
Eugeniusz Baran. 2011. Identification and differentiation of Trichophyton rubrum
clinical isolates using PCR-RFLP and RAPD methods. European Journal of Clinical
Microbiology & Infectious Diseases. 59: 185-192.

W 2013 roku prof. dr hab. Adam Jaworski nawigzat wspodtprace z dr Maciejem Wnukiem
z Katedry Genetyki Uniwersytetu Rzeszowskiego z siedzibg w Kolbuszowej. W ramach tej wspodtpracy,
w ktérej bratam czynny udziat, opracowano sposdéb identyfikacji dermatofitéw w oparciu
o genomowa hybrydyzacje in situ (GISH). Potrzeba opracowania narzedzia do molekularnej
identyfikacji wynikata z faktu, ze nie udato sie nam sie zidentyfikowa¢ dwdch sposréd 47 izolatéw
dermatofitdw za pomocy opisanej juz wczesniej metody PCR-RFLP. W tym celu skonstruowano
genomowa sonde diagnostyczng znakowang biotyng typu in situ znakujgcg DNA w jadrze komdrkowym
dermatofitéw (T. rubrum. T. interdigitale, M. canis). Tym samym wykazano po raz pierwszy, ze GISH
i specyficzne dla gatunkéw dermatofitow gatunkowo specyficzne genomowe sondy moga by¢
z powodzeniem stosowane do identyfikacji dermatofitow. Wyniki badan uzyskanych
w ramach wspédtpracy zostaty opublikowane jako praca oryginalna:

e Mariusz Worek, Aleksandra Kwiatkowska, Anita Ciesielska, Adam Jaworski, Jakub
Kaplan, Beata Miedziak, Anna Deregowska, Anna Lewinska, Maciej Wnuk. 2014.
Identification of dermatophyte species using genomic in situ hybridization (GISH).
Journal of Microbiological Methods, 100:32-41.

W 2013 roku zostatam poproszona przez Katedre Chordb  Zakainych
i Hepatologicznych Collegium Medicum w Bydgoszczy o ekspertyze przypadku klinicznego. Na oddziat
przyjeto woéwczas 42-letniego mezczyzne z podejrzeniem promienicy (actinomycosis) wywotywanej
przez promieniowca Actinomyces bovis. U pacjenta pojawity sie pojedyncze ogniska rumieniowo-
ztuszczajgce na skérze szyi i dolnej czesci twarzy. Pacjent byt leczony miejscowymi $rodkami
przeciwbakteryjnymi, w tym bacytracyng i neomycyng. Pomimo stosowanego leczenia, zmiany
patogenne poszerzaly sie obwodowo, a nastepnie przeksztatcaty sie w bolesne nacieki i guzy.
Z wywiadu wiadome byto, ze pacjent pracujac w gospodarstwie rolnym miat codzienny kontakt
z bydtem, drobiem, kotami i psami. W 7. dniu hospitalizacji, stwierdzono obecnos¢ grzybéw
strzepkowych w posiewie. Pacjent otrzymat doustnie itrakonazol w dawce 200 mg dziennie. Po
2 dniach leczenia itrakonazolem zmiany skdrne ulegly poprawie jednak terapia zostata przerwana
z powodu uogdlnionego rumienia polekowego. W 15. dniu hospitalizacji zidentyfikowano w materiale
pobranym od pacjenta dermatofit Trichopyton mentagrophytes var. granulosum. Skierowano do mnie
wowczas prosbe o molekularng identyfikacje wyizolowanego od pacjenta dermatofita. Identyfikacja
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w oparciu o metode PCR-RFLP, potwierdzita wynik uzyskany klasyczng metoda identyfikacji
mykologicznej. Pacjent miat grzybice brody, a nie jak wczesniej przypuszczano, promienice. Pozwolito
to na wdrozenie witasciwego leczenia, czyli przyjmowania przez pacjenta terbinafiny w dawce 250
mg/dzien przez okres 6 tygodni. Omawiany powyzej przypadek kliniczny opublikowano jako Case
Report:

e Dorota Kozielewicz, J. Wernik, Agnieszka Mikucka, Anita _Ciesielska,
E. Kruszynska, Eugenia Gospodarek, Matgorzata Pawtowska, Waldemar Halota. 2015.
Problems in diagnosis of profound trichophytosis barbrae. Indian Journal of Medical
Microbiology, Vol. 33(3): 444-447.

Jednga z ciekawszych przygdd naukowych, ktdrg przezytam po uzyskaniu stopnia doktora byta
niewatpliwie wspoétpraca jakg nawigzatam z prof. dr hab. Teresg Kornittowicz-Kowalska, dr Justyna
Bohacz (obecnie dr hab., prof. uczelni) z Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie oraz dr Ignacym
Kitowskim (obecnie dr hab., prof. uczelni) z Paristwowej Akademii Nauk Stosowanych w Chetmie. Nasze
spotkanie zaowocowato wspdlnym projektem badawczym finansowanym przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego nr N N304 0990 39: Badania sktadu gatunkowego i zrdznicowania
wewngtrzgatunkowej struktury klonalnej dermatofitow oraz innych grzybdow keratynofilnych
przenoszonych w Srodowiskach naturalnych przez wybrane gatunki ptakow Polski, ktérego bytam
Kierownikiem. Szczegéty dotyczace ww. wspdtpracy oraz opublikowanych oryginalnych prac
naukowych, zostaty opisane w czesci, ktéra zwigzana jest z osiggnieciem habilitacyjnym.

W trakcie drugiego urlopu macierzynskiego, ktéry odbywatam w 2014 roku, wspdlnie z dr hab.
Pawtem Stgczkiem, napisatam projekt badawczy, pt: ,,Analiza dermatofitéw pod kqtem: identyfikacji
polimorfizméw DNA przydatnych w molekularnej diagnostyce, epidemiologii i filogenetyce, ekspresji
wybranych gendw wirulencji oraz wrazliwosci na tiosemikarbazydy” w ramach konkursu NCN — OPUS,
ktory ostatecznie otrzymat finasowanie (2014/13/B/NZ7/02307). Badania dermatofitow,
z wykorzystaniem metod analizy molekularnej, byty na tamten czas, stosunkowo stabo rozwiniete na
Swiecie, w tym takze w Polsce. Poznanie mechanizmoéw oddziatywania dermatofitéw z komdrkami
gospodarza na poziomie molekularnym byto nadal mato poznane. Dlatego istniata wyrazna potrzeba
identyfikacji czynnikdw zwigzanych z patogennoscig dermatofitow, a logicznym punktem wyjscia byta
identyfikacja gendw, ktorych ekspresja nasila sie, badz obniza na skutek odpowiedzi na rézne bodzce
zewnetrzne. Do tego celu wybrano geny kodujace transportery ABC (ATP- binding cassette)
Transportery ABC s3g najwazniejszymi biatkami zaangazowanymi w transport poprzez btony
biologiczne. Geny je kodujgce s3 ewolucyjnie stare i obecne sg we wszystkich zywych organizmach,
zarowno prokariotycznych jak i eukariotycznych. Identyfikacja genéw kodujacych transportery ABC
w genomach T. rubrum, M. canis i T. mentagrophytes, w oparciu o metody bioinformatyczne, zostata
szczegbdtowo opisana przez w czesci, ktdra zwigzana jest z osiggnieciem habilitacyjnym.

Zdolnos¢ do rozktadu keratyny jest uwazana za gtéwny czynnik wirulencji dermatofitow.
Powigzanie pomiedzy aktywnoscig keratynolityczng i patogenezg wynika z faktu, ze dermatofity
w czasie infekcji wydzielajg endo- i egzo-proteazy, rozktadajgce struktury bogate w keratyne do
oligopeptyddéw i wolnych aminokwasow, ktdére nastepnie wykorzystujg jako sktadniki pokarmowe
(Mendes, 2012). Dermatofity reagujg na zmiane pH $rodowiska poprzez zmiane profilu ekspresji
gendw. Adaptacjg ewolucyjng jest zdolnos¢ syntetyzowania i uwalniania w czasie infekcji enzymow,
ktdérych optimum aktywnosci ujawniajg w kwasnym pH, pokrywajgcym sie z naturalnym pH skéry. Aby
oceni¢ wptyw réznych Zrédet wegla w podtozu wzrostowym na ekspresje gendw kodujgcych
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transportery ABC u gatunkéw T. rubrum i M. canis, prowadzono hodowle grzybéw w podtozach
minimalnych suplementowanych odpowiednio glukoza, keratyna, keratyng z biatkiem sojowym,
kolagenem, elastyng czy chityng, ale takze w podtozach o réznym pH. Na regulacje poziomu ekspresji
gendw odpowiedzialnych za wirulencje dermatofitéw rzutujg bowiem rézne czynniki srodowiskowe,
w zwigzku z tym zastosowane uktady badawcze miaty odzwierciedla¢ warunki jakie napotyka
rozwijajaca sie grzybnia w trakcie zakazenia powierzchniowych warstw skéry. W pierwszej kolejnosci
przeprowadzono doswiadczenia majgce na celu wybér odpowiednich genéw referencyjnych do
ilosciowej analizy ekspresji wybranych genéw docelowych, tj. gendw kodujgcych transportery ABC
i u M. canis, T. interdigitale i T. rubrum w rdéznych warunkach eksperymentalnych wspomnianych
powyzej, metodg qRT-PCR. Wyboru dokonano sposréd wybranych na podstawie analiz
bioinformatycznych kandydatow, analizujgc ich stabilno$¢ przy pomocy algorytmoéw geNorm,
NormFinder, BestKeeper i RefFinder. Poréwnanie wynikdw z doniesieniami literaturowymi
potwierdza, ze stabilno$é ekspresji kandydatéw na geny referencyjne zmienia sie w zaleznosci od
rodzaju badanych komdrek czy tkanek, ale takze zastosowanego uktadu eksperymentalnego, co
potwierdza, ze w celu uzyskania wiarygodnych wynikéw badan, geny do normalizacji wynikéw gRT-
PCR nalezy dobiera¢ indywidualnie do kazdego eksperymentu. Omdwione powyzej wyniki zostaty
opublikowane w trzech pracach oryginalnych:

e Anita Ciesielska, Pawet Staczek. 2018. Selection and validation of reference genes for qRT-PCR
analysis of gene expression in Microsporum canis growing under different adhesion-inducing
conditions. Scientific Reports, 8:1197.

e Anita Ciesielska, Beata Oleksak, Pawet Stgczek. 2019. Reference genes for accurate evaluation
of expression levels in Trichophyton interdigitale grown under different carbon sources, pH
levels and phosphate levels. Scientific Reports, 9 : 5566.

e Anita Ciesielska, Pawet Staczek. 2021. Selection and validation of reference genes for gPCR in
the human dermatophyte Trichophyton rubrum exposed to different carbon sources which
promote adhesion-inducing conditions. Mycoses, 64 (3): 300-308.

Na podstawie analiz przeprowadzonych z wykorzystaniem techniki gRT-PCR wykazano, ze zaréwno
transportery ABC u T. rubrum i M. canis moga by¢ zaangazowane w procesy infekcji u obu gatunkow.
Zaobserwowano bowiem nadekspresje kodujgcych je gendw po inkubacji w podtozach minimalnych
suplementowanych réznymi zrédtami wegla, a takze w podtozach o réznym wyjsciowym pH (5.0; 8.0;
10). Przeprowadzono réwniez badania majgce na celu ustalenie, czy zidentyfikowane na podstawie
analiz bioinformatycznych geny, kodujace niebadane do tej pory transportery rodziny ABC u T. rubrum
i M. canis, rzeczywiscie petnig takg sama role jak dobrze poznane transportery TruMDR1 i TruMDR2,
wystepujgce m.in u T. rubrum. Badania wykazaty, ze badane u T. rubrum i M. canis transportery ABC
petnia analogiczng do opisanych wczesniej TruMDR1 i TruMDR2 u T. rubrum funkcje °%°’, a ekspresja
genow biatek zawierajacych motywy LysM jest modulowana przez zastosowane zwigzki
przeciwgrzybicze takie jak: amfoterycyna B, gryzeofulwina, itrakonazol, ketokonazol, terbinafina
i flukonazol.

Powyzsze dane zostang rowniez opublikowane jako praca oryginalna, po przeprowadzeniu

doswiadczenia polegajgcego na analizie globalnego transkryptomu T. rubrum i M. canis hodowanego

w obecnosci réznych Zrodet wegla, za pomocg metody RNA-seq, co jest jednym z zadan badawczych

projektu NCN-SONATA, ktory bedzie opisany w dalszej czesSci rozdziatu. Planowany tytut manuskryptu
to: ,Analysis of the expression level of the genes encoding multidrug ABC transporters and proteins
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containing LysM motif from Microsporum canis and Trichophyton rubrum in response to different
carbon sources in the culture medium”.

Po powrocie z drugiego urlopu macierzynskiego, we wrzesniu 2015, bytam przede wszystkim
zaangazowana w realizacje zadan badawczych projektu NCN-OPUS, ktdry zostat przeze mnie opisany
powyzej, ale postanowitam poszerzy¢ badania dermatofitdw o nowe analizy. Poniewaz wiedza na
temat gendw i molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za chorobotwdrczos¢, a takze za inne
wiasciwosci biologiczne dermatofitdw byta wcigz stosunkowo skromna, dlatego wydawato mi sie, ze
analizy metabolomiczne, proteomiczne, wraz z innymi metodami globalnej analizy ekspresji gendw,
bed3 odgrywaly istotng role w zrozumieniu mechanizmoéw patogenezy. W tym celu napisatam, juz
jako Kierownik, projekt pt:”Analiza ekspresji czynnikdw wirulencji dermatofitow w odpowiedzi na
wybrane zrodta wegla”, tym razem w ramach konkursu NCN-SONATA. Projekt otrzymat finasowanie
NCN 2016/23/D/NZ7/03964. Po raz pierwszy na S$wiecie przeprowadzone zostaty analizy
metabolomiczne dwdch gatunkéw dermatofitéw: T. rubrum i M. canis. Szczegdty dotyczace tych
analiz oraz opublikowanej pracy oryginalnej, zostaly opisane w czesci, ktéra zwigzana jest
z osiggnieciem habilitacyjnym.

5.3.  Przyszte kierunki badan

W ramach projektu badawczego NCN-SONATA, ktérego jestem Kierownikiem, prowadzone sg
obecnie réwnolegte badania z zakresu transkyptomiki i proteomiki T. rubrum i M. canis. Jest to
mozliwe, dzieki wspdtpracy jaka nawigzatam, odpowiednio, z Panig mgr Dominikg Gtowackg z firmy
GENOMED sp. z.0.0 w Warszawie oraz Panig mgr Agatg Malinowska ze Srodowiskowego Laboratorium
Spektrometrii Mas IBB PAN. Bardzo wstepne wyniki analiz transkryptomu i proteomu Trichophyton
rubrum i Microsporum canis w oparciu o metode RNA-seq i spektrometrie masowg LC-MS/MS,
wykazaty globalng modulacje gendéw oraz zmiany profili biatkowych w obecnosci keratyny. Prowadzone
obecnie przeze mnie badania zmian profili biatkowych w okreslonych warunkach wzrostu,
w potaczeniu z analizg globalnego transkryptomu (RNA-seq) oraz ilosciowego qRT-PCR, pozwolg na
doktadniejsze poznanie i uzupetnienie wiedzy na temat, m.in. mechanizméw zwigzanych
z patogennoscig dermatofitdw jak i innych wiasciwosci biologicznych tej grupy patogendéw. Dopiero
wtedy mozliwe bedzie wykorzystanie zdobytej wiedzy do poszukiwan nowych kierunkdw terapii
i dziatan profilaktycznych. Wedtug mojej wiedzy, jest to pierwsza tak kompleksowa analiza
transkryptomiczna i proteomiczna dermatofitow.

Moje przyszte badania zamierzam rdéwniez koncentrowaé na poszukiwaniu nowych
skutecznych chemioterapeutykdow wykazujgcych aktywnosé przeciwgrzybiczg. Pierwsze efekty
poszukiwan zostaty juz opracowane w formie manuskryptu:

e Anita Ciesielska, Aleksandra Kowalczyk, Agata Paneth, Pawet Staczek, pt: Evaluation

of the antidermatophytic activity of potassium salts of N-acylhydrazinecarbodithioates
and their aminotriazole-thione derivatives
i wystane do czasopisma Scientific Reports (819d9526-7265-4b59-b8c1-4aea22a10d92), ktdry obecnie
(stan na 30 maja 2023 roku) jest w recenzji.

Ponadto jestem zaangazowana w realizacje dwdch projektéw, z ktérych jeden dotyczy
mechanizmu dziatania oraz potencjalnego wykorzystania nowych metaloorganicznych pochodnych
fluorochinolondéw w leczeniu przewlektych infekcji bakteryjnych, a drugi na genotypowaniu "ECbiomu"
i okresleniu jego wptywu na rozwéj raka endometrium. W obu projektach jestem odpowiedzialna za
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przygotowanie materiatu genetycznego do oceny transkryptomicznej oraz analize uzyskanych

wynikow.
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7. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowag albo artystyczng
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szczegdlnosci zagranicznej.

Jeszcze jako studentka V roku na kierunku mikrobiologia, specjalnos¢ genetyka, pracowatam

jako wolontariusz, w zespole prof. dr hab. Jacka Kuznickiego w Miedzynarodowym Instytucie Biologii

Molekularnej i Komdrkowej, w Laboratorium Neurodegeneracji. Przez okres 4 miesiecy (od lutego do

maja 2003 roku), co dwa tygodnie poznawatam rézne techniki, ktore Laboratorium wykorzystywato do

swoich badan. Wolontariat miat réwniez przyblizy¢ mi tematyke badawczg, ktdrg chciatam realizowac

w ramach studium doktoranckiego Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN.

W czerwcu 2003 roku na drodze rekrutacji zostatam przyjeta na studia doktoranckie. W miedzy czasie

otrzymatam réwniez propozycje realizacji doktoratu w mojej macierzystej jednostce, Zaktadzie

Genetyki Drobnoustrojéw Uniwersytetu tddzkiego, pod kierunkiem prof. dr hab. Adama Jaworskiego,

ktdrego propozycje ostatecznie przyjetam i od 1 pazdziernika 2003 rozpoczetam studia doktoranckie.
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W trakcie trwania mojego doktoratu miatam mozliwos¢ uczestnictwa w wyjezdzie naukowym
dla doktorantéw, ktéry odbyt sie w terminie 24.08 - 12.09. 2005, dzieki wspdtpracy Wydziatu Biologii
i Ochrony Srodowiska Ut z francuskim Uniwersytetem Claude Bernard’a w Lyonie. Prowadzone byty
badania zwigzane z ekotoksykologia Zatoki Tuloniskiej. Badane byty fizykochemiczne czynniki
srodowiskowe bedgace zrédtem stresu w ekosystemach wodnych Zatoki.

Pod koniec 2006 roku nawigzatam wspodtprace z zespotem prof. dr hab. Jézefa Kura
z Katedry Mikrobiologii, Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej, ktéry specjalizowat sie
w nowoczesnych metodach genetycznych wykorzystywanych do szeroko pojetego genotypowania
réznych patogendw cztowieka. W czerwcu 2007 roku odbytam 4-tygodniowy staz w Katedrze Profesora
Jézefa Kura, gdzie pod opieka dr Beaty Krawczyk nauczytam sie jednej z metod do rdznicowania
genetycznego, jakg byta PCR-MP (PCR-Melting Profile). Efektem mojego stazu w Katedrze Mikrobiologii
PG, byta realizacja jednego z celéw mojej pracy doktorskiej, jakg byto zastosowanie techniki PCR MP
do ustalania struktury klonalnej w obrebie gatunkéw Trichophyton rubrum i Microsporum canis.
Dodatkowo wspdtpraca ta zaowocowata publikacjg w roku 2010 autorstwa: Justyna Leibner-Ciszak,
Anita Dobrowolska, Beata Krawczyk, Aleksandra Kaszuba, Pawet Staczek., pt: ,Evaluation of PCR MP

metod for inter-species differentiation of Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes”
J. Med. Microbiol. 59: 185-192.

W roku 2007 aplikowatam w konkursie IUMS-Fellowship organizowanym przez The
International Union of Microbiological Societies (IUMS), $wiatowej federacji krajowych
i miedzynarodowych towarzystw oraz innych organizacji majgcych wspdlny interes
w naukach mikrobiologicznych. Krdtkoterminowe stypendium IUMS jest programem majgcym na celu
umozliwienie mtodym mikrobiologom zdobycia wiedzy teoretycznej lub technicznej w laboratoriach
w krajach uprzemystowionych lub rozwinietych. Na 4-tygodniowy staz (31.08-30.09.2007) w ramach
stypendium IUMS wybratam laboratorium Profesora Koichi Makimury - Institute of Medical Mycology,
Teikyo University, Tokio, Japonia. Zespdt Profesora Makimury prowadzit m.in. badania nad
dermatofitami, ktérymi zajmowatam sie w ramach mojej pracy doktorskiej. Celem mojego stazu byto
zapoznanie sie merytoryczne i praktyczne z systemami transformacji grzybow strzepkowych. Efektem
mojego pobytu w Japonii, byta realizacja jednego z celéw mojej rozprawy doktorskiej jakim byto
opracowanie uktadu szczep-gospodarz/wektor plazmidowy dla wydajnej transformacji genetycznej
oraz selekcji stabilnych, integracyjnych mutantéw Trichophyton rubrum. Wyniki tej czesci badan
zostaty opublikowane w 2009 roku (Anita Dobrowolska, Pawet Staczek. 2009. Development of
transformation system for Trichophyton rubrum by electroporation of germinated conidia. Curr.

Genet. 55: 537-542.). Inng metoda, ktérg poznatam w trakcie stazu w laboratorium Profesora
Makimury byt system transformacji z wykorzystaniem Agrobacterium tumefaciens. Zdobyty wiedze
przekazatam jednej z moich przysztych magistrantek (p. Kamila Wypyszczak), nad ktorg sprawowatam
merytoryczng opieke naukowa, co zaowocowato, pomimo mojej nieobecnosci z powodu urlopu
macierzynskiego, realizacjg pracy magisterskiej w roku 2011 pt: , Transformacja wybranych szczepéw
dermatofitéw za pomocg metody ATMT”. Dodatkowo wyniki pracy magisterskiej byty prezentowane
w sesji plakatowej w 2011 roku na miedzynarodowe] konferencji naukowej Trends in Medical
Mycology (TIMM-5), ktéra odbyta sie w Walencji (Hiszpania). Tytut doniesienia: Transformation of
Agrobacterium tumefaciens strains using vectors for targeted gene replacement in filamnetous fungi”;
autorzy: Joanna Debska, Kamila Wypyszczak i Anita Ciesielska. Na mojg aktywnos¢ naukowa

realizowang w wiecej niz jednej uczelni po uzyskaniu stopnia doktora sktadajg sie réwniez wspotprace
opisane w poprzednim rozdziale.
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8. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych
nauke lub sztuke.
8.1. Dziatalnos$¢ dydaktyczna

8.1.1. Wykaz zaje¢ dydaktycznych realizowanych przeze mnie w czasie zatrudnienia
na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego, na
kierunku Biologia, Genetyka, Mikrobiologia, Biotechnologia I i 11°:

e Genetyka ogdlna i drobnoustrojdw — prowadzenie wyktadéw i ¢wiczen
(od roku 2003/2004 do 2018/2019)

e Genetyka drobnoustrojéw — (od roku 2004/2005)

e Techniki mikrobiologiczne (rok 2008/2009, 2009/2010)

e Metody instrumentalne (rok 2009/2010)

e Genetyka ogdlna — prowadzenie wyktadow i éwiczen (od roku 2019/2020)

e Biologia molekularna — prowadzenie wyktadéw i ¢wiczen (od roku 2013/2014)

e Molekularna identyfikacjia i réznicowanie  grzybéw  chorobotwdrczych
i Srodowiskowych - pracownia specjalistyczna w ramach bloku Metody
zaawansowanych technik w badaniach naukowych i w diagnostyce

(od roku 2019/2020)

e Identyfikacja grzybéw chorobotwdrczych za pomocy techniki PCR-RFLP — pracownia
specjalistyczna (od roku 2013/2014)

e Analiza ekspresji gendw za pomoca techniki qPCR — pracownia specjalistyczna
w ramach: bloku Metody zaawansowanych technik w badaniach naukowych
i w diagnostyce oraz bloku Metody zaawansowanych technik w badaniach naukowych
i w praktyce (od roku 2019/2020)

e Podstawy genetyki dla biotechnologéw — prowadzenie wyktadow
(od roku 2020/2021)

e Dziedziczenie cech cztowieka — opracowanie tresci ksztatcenia
(od roku 2020/2021)

e Molekularne podstawy dziedziczenia cech - opracowanie tresci ksztatcenia
(od roku 2020/2021)

e Pracownie magisterskie (od roku 2009/2010)

e Seminarium licencjackie (od roku 2012/2013)

e Seminarium magisterskie (od roku 2021/2022)

W roku akademickim 2020/2021 bytam opiekunem Studenckiego Grantu Badawczego IDUB Ut
»Analiza poziomu ekspresji gendw kodujgcych wielolekowe transportery ABC u Microsporum canis
w odpowiedzi na wybrane leki przeciwgrzybicze w podfozu wzrostowym” — studentka Il roku
biotechnologii medycznej Il stopnia, Marcela taszkiewicz.

8.1.2. Wykaz prac doktorskich, magisterskich, licencjackich, w ktdorych petnitam
role opiekuna naukowego/kierujgcego pracgy.

W latach 2003-2023 bytfa opiekunem naukowym 1 pracy doktorskiej i 16 prac magisterskich oraz
kierujgcym 2 prac magisterskich i 9 prac licencjackich.

Opiekun naukowy prac doktorskich:

1. | Joanna Debska - Badania zréznicowania struktury klonalnej szczepdw Microsporum canis
i niektorych, innych gatunkdéw dermatofitow izolowanych od ludzi i zwierzgt w Polsce.
Data obrony: 18 wrzesnia 2012
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Opiekun naukowy prac magisterskich:

1.

Wioletta Wujcicka — Badania genetyczne dermatofitow.
Data egzaminu dyplomowego: 23 czerwca 2006

Joanna Debska - Zastosowanie genu syntezy chitynowej 1 (chs1) jako wyznacznika
genetycznego w molekularnej identyfikacji dermatofitow.
Data egzaminu dyplomowego: 26 czerwca 2008

Kamila Wypyszczak - Transformacja wybranych szczepdw dermatofitow za pomocq metody
ATMT.
Data egzaminu dyplomowego: 29 czerwca 2011

Agnieszka Kuleta - Molekularna identyfikacja i roznicowanie grzybow srodowiskowych

z rodzaju Chrysosporium sp. izolowanych z wypluwek gawrona zwyczajnego (Corvus
frugilegus frugilegus) na terenie Lubelszczyzny.

Data egzaminu dyplomowego: 26 czerwca 2014

Praca finasowania z projektu badawczego MNiSW N304 0990 39, Kierownik projektu: Anita
Ciesielska

*Beata Siurek - Lokalizacja polimorfizmow w obrebie gendw kodujgcych transportery ABC
oraz genow kodujqgcych biatka zawierajgce domeny LysM Trichophyton rubrum.

Data egzaminu dyplomowego: 20 czerwca 2016

Praca finasowania z projektu badawczego NCN-OPUS 2014/13/B/NZ7/02307,

Kierownik projektu: Pawet Staczek, Gtéwny Wykonawca projektu — Anita Ciesielska

*Agnieszka Staniszewska - Lokalizacja polimorfizmow w obrebie gendw kodujqcych
transportery ABC, oraz gendw kodujqcych biatka z domenami LysM Microsporum canis.
Data egzaminu dyplomowego: 20 czerwca 2016

Praca finasowania z projektu badawczego NCN-OPUS 2014/13/B/NZ7/02307,
Kierownik projektu: Pawet Staczek, Gtéwny Wykonawca projektu — Anita Ciesielska

*Ewelina Lechowicz - Analiza aktywnosci antydermatofitowej wybranych pochodnych
tiosemikarbazydow.

Data egzaminu dyplomowego: 28 czerwca 2017

Praca finasowania z projektu badawczego NCN-OPUS 2014/13/B/NZ7/02307,
Kierownik projektu: Pawet Staczek, Gtéwny Wykonawca projektu — Anita Ciesielska

Paulina Tkacz - Analiza poziomu ekspresji genéw kodujqgcych wielolekowe transportery ABC
oraz genow kodujqgcych biatka zawierajgce motywy LysM u Trichophyton rubrum

w odpowiedzi na leki przeciwgrzybicze w podfozu wzrostowym.

Data egzaminu dyplomowego: 26 czerwca 2017

Praca finasowania z projektu badawczego NCN-OPUS 2014/13/B/NZ7/02307,

Kierownik projektu: Pawet Staczek, Gtéwny Wykonawca projektu — Anita Ciesielska

*Ewelina Lechowicz - Analiza poziomu ekspresji genow kodujgcych wielolekowe transportery
ABC oraz gendéw kodujqgcych biatka zawierajgce motywy Lys M u Trichophyton rubrum

w odpowiedzi na rdzne zrodfa wegla w podfozu wzrostowym.

Data egzaminu dyplomowego: 29 pazdziernika 2018

Praca finasowania z projektu badawczego NCN-OPUS 2014/13/B/NZ7/02307,

Kierownik projektu: Pawet Staczek, Gtéwny Wykonawca projektu — Anita Ciesielska

10.

Beata Oleksak - Wybdr gendw referencyjnych do ilosSciowego oznaczania ekspresji genow
Trichophyton interdigitale metodq real-time PCR.

Data egzaminu dyplomowego: 22 czerwca 2018

Praca finasowania z projektu badawczego NCN-SONATA 2016/23/D/NZ7/03964,
Kierownik projektu: Anita Ciesielska oraz z projektu badawczego NCN-OPUS
2014/13/B/Nz7/02307, Kierownik projektu: Pawet Stgczek, Gtdwny Wykonawca projektu —
Anita Ciesielska

11.

Karolina Jakubanis - Proteomiczna analiza zmian profili biatek frakcji wewngtrzkomdrkowej
u Trichophyton rubrum pod wpfywem dziatania pochodnej tiosemikarbazydu.

Data egzaminu dyplomowego: 19 czerwca 2019

Praca finasowania z projektu badawczego NCN-OPUS 2014/13/B/NZ7/02307,

Kierownik projektu: Pawet Staczek, Gtéwny Wykonawca projektu — Anita Ciesielska
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*Katarzyna Kanarek - Proteomiczna analiza zmian profili biatek sciany komdrkowej

u Microsporum canis hodowanego na podfozu minimalnym o kwasnym pH

i suplementowanym keratynq.

Data egzaminu dyplomowego: 19 czerwca 2019

Praca finasowania z projektu badawczego NCN-SONATA 2016/23/D/NZ7/03964,
Kierownik projektu: Anita Ciesielska

*Anna Kawa - Proteomiczna analiza zmian profili biatek sciany komdrkowej u Trichophyton
rubrum hodowanego na podfozu minimalnym o kwasnym pH i suplementowanym keratyngq.
Data egzaminu dyplomowego: 19 czerwca 2019

Praca finasowania z projektu badawczego NCN-SONATA 2016/23/D/NZ7/03964,
Kierownik projektu: Anita Ciesielska.

Ewelina Iskra - Analiza poziomu ekspresji gendw kodujgcych subtylizyny i metaloproteazy
u Trichophyton rubrum w odpowiedzi na leki przeciwgrzybicze w podtozu wzrostowym.
Data egzaminu dyplomowego: 2 lipca 2020

Olga Gtusniewska - Wybdr gendw referencyjnych do ilosciowego oznaczania ekspresji genow
Trichophyton rubrum metodq qPCR.

Data egzaminu dyplomowego: 2 lipca 2020

Praca finasowania z projektu badawczego NCN-SONATA 2016/23/D/NZ7/03964,
Kierownik projektu: Anita Ciesielska

Marcela taszkiewicz - Analiza poziomu ekspresji gendw kodujgcych wielolekowe
transportery ABC u Microsporum canis w odpowiedzi na wybrane leki przeciwgrzybicze

w podtozu wzrostowym.

Data egzaminu dyplomowego: 9 lipca 2021

Kierujacy pracq magisterska:

1.

2.

Daria Kaidash - Rola biatek szoku cieplnego w adaptacji komdrek Trichophyton rubrum.
Data egzaminu dyplomowego: 1 lipca 2022

Marta Kowalska - Rola pomp wyrzutowych w adaptacji komaorek Trichophyton rubrum.
Planowana data egzaminu dyplomowego: czerwiec/lipiec 2023

Kierujacy praca licencjacka:

1.

Olga Jozwik - Podobierstwa i roznice w funkcjonowaniu i strukturze operonéw organizmow
prokariotycznych i eukariotycznych.

Data egzaminu dyplomowego: 2 lipca 2010

Ewa Kepka - Amplifikacja DNA in vitro (PCR) - mechanizm reakcji oraz przyktady zastosowan
w diagnostyce i epidemiologii.

Data egzaminu dyplomowego: 2 lipca 2010

Joanna Wojciechowska - Bakteriofagi - cenne narzedzie wspdfczesnej biotechnologii

i medycyny.

Data egzaminu dyplomowego: 1 lipca 2016

Joanna Klimecka - Zjawisko rekombinacji w swiecie bakterii.

Data egzaminu dyplomowego: 24 wrzesnia 2018

Izabela Gulbas - CRISPR-Cas9- metoda inspirowana prokariotycznym systemem obrony przed
obcym DNA, jako nowe narzedzie w inzynierii genetycznej.

Data egzaminu dyplomowego: 5 lipca 2017

Aleksandra Tomaszewska - Zastosowanie spektometrii masowej MALDI-TOF i LC-MS/MS

w badaniu drobnoustrojow.

Data egzaminu dyplomowego: 3 czerwca 2019

Marta Kowalska - Hydrofobiny — charakterystyka, funkcje oraz zastosowanie w réznych
gateziach przemystu.

Data egzaminu dyplomowego: 6 lipca 2021

Agnieszka Sobieszek - Rola biatek szoku termicznego u dermatofitow.

Data egzaminu dyplomowego: 1 lipca 2022

Marta Swierkosz - Alternatywne metody dla stosowania antybiotykéw w leczeniu zakazeri
bakteryjnych.

Planowana data egzaminu dyplomowego: czerwiec/lipiec 2023
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*studentki, ktére byly Wykonawcami w projektach naukowych pozyskanych ze Zrédet NCN w ramach konkursu OPUS
(2014/13/B/NZ7/02307, Kierownik projektu: Pawet Stgczek, Gtéwny Wykonawca projektu — Anita Ciesielska) i SONATA
(2016/23/D/NZ7/03964, Kierownik projektu: Anita Ciesielska).

8.1.3. Publikacje i doniesienia konferencyjne opracowane z udziatem studentéw

e Publikacja stanowigca pozostaly dorobek habilitantki: Anita Ciesielska, Beata

Oleksak, Pawet Staczek. 2019. Reference genes for accurate evaluation of expression
levels in Trichophyton interdigitale grown under different carbon sources, pH levels and
phosphate levels. Scientific Reports, 9 : 5566.
Wkiad witasny studentki: wspotudziat w przeprowadzeniu reakcji RT-qPCR
z wykorzystaniem cDNA i 3 starteréw komplementarnych do genéw referencyjnych
(tacznie zaprojektowano 9 starteréw komplementarnych do gendéw referencyjnych,
pozostate amplifikacje z udziatem 6 starteréw zostaly przeprowadzone przez
habilitantke).

e Publikacja stanowigca osiggniecie habilitantki: Anita Ciesielska, Anna Kawa,
Katarzyna Kanarek, Adrian Sobon, Rafat Szewczyk. 2021. Metabolomic analysis of
Trichophyton rubrum and Microsporum canis during keratin degradation. Scientific
Reports, Feb 17;11(1):3959.

Wkiad wiasny studentek: ekstrakcja metabolitow wewngtrzkomdrkowych
Trichophyton rubrum i Microsporum canis

e Plakat: Anita Ciesielska, Adrian Sobon, Karolina Jakubanis, Rafat Szewczyk, Aleksandra
Kowalczyk, Pawet Staczek (20-24.06.2019) ASM Microbe 2019, San Francisco, USA.
Evaluation of the Morphological and Proteomic Effects of the Thiosemicarbazide
Derivative on Trichophyton rubrum In Vitro.

Wktad wtasny studentki: izolacja biatek wewnatrzkomérkowych Trichophyton rubrum

po ekspozycji na badany zwigzek, przygotowanie rycin do plakatu.

e Plakat: Anna Kawa, Katarzyna Kanarek, Adrian Sobon, Anita Ciesielska (26-
28.06.2019) £4dz, Poland. 8th International Weigl Conference. Metabolomic profiling
of Trichophyton rubrum and Microsporum canis growing under keratin condition.
Wkitad wiasny studentek: ekstrakcja metabolitdow wewngtrzkomdrkowych
Trichophyton rubrum i Microsporum canis, przygotowanie plakatu.

e Plakat: Katarzyna Kanarek, Anna Kawa, Adrian Sobon, Anita Ciesielska (26-
28.06.2019) t4dz, Poland. 8th International Weigl Conference. Comparison of cell
surface and cell wall proteins of Trichophyton rubrum and Microsporum canis growing
under keratin condition.

Whktad wtasny studentek: ekstrakcja biatek powierzchniowych i zwigzanych ze sciang

komodrkowag Trichophyton rubrum i Microsporum canis, przygotowanie plakatu.

e Prezentacja ustna: Daria Kaidash, Anita Ciesielska. (27.05.2022) 59 Dzien Kliniczny
Parazytologii Lekarskiej, todz, Polska. Rola biatek szoku cieplnego
w adaptacji komdrek Trichophyton rubrum.
Whkiad wtasny studentki: zebranie literatury i przygotowanie pierwszej wersji
prezentacji na konferencje.
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8.2. Dziatalnos$¢ organizacyjna

Od momentu zatrudnienia w Zaktadzie Genetyki Drobnoustrojéw Wydziatu Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tdédzkiego jestem odpowiedzialna za koordynowanie prac
zwigzanych z planowaniem zaje¢ dydaktycznych, zamdéwieniami publicznymi, prowadzeniem ewidencji
wykorzystania funduszy Zaktadu Genetyki Drobnoustrojéw, a od 1 wrzesnia 2020 roku Katedry
Mikrobiologii Molekularnej. W kadencji 2016-2020 oraz biezgcej 2020-2024 jestem cztonkinig Rady
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska reprezentujaca niesamodzielnych pracownikéw badawczo-
dydaktycznych. W kadencji 2016-2020 oraz 2020-2024 cztonkini Wydziatowej Komisji Oceniajgcej
Nauczycieli Akademickich. W kadencji 2020-2024 zostatam powotana przez JM Rektor prof. dr hab.
Elzbiete Zadzinska do petnienia funkcji Petnomocnika Dziekana Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
ds. kierunku biotechnologia i mikrobiologia. W kadencji 2020-2024 jestem rdéwniez cztonkinia:
(i) Wydziatowej Komisji ds. jakosci ksztatcenia, (ii) Wydziatowej Komisji Dydaktycznej dla kierunku
Biotechnologia, (iii) Wydziatowej Komisji Dydaktycznej dla kierunku Mikrobiologia, (iv) Komisji
Rektorskiej ds. regulaminu studiow.

8.3. Dziatalnos$¢ popularyzujgca nauke

Od 2008 roku jestem cztonkinia Wydziatowej Komisji ds. Promocji WBiOS Ut. Bratam udziat
w licznych imprezach zwigzanych z popularyzacjg nauki oraz majgcych na celu pozyskanie nowych
kandydatéw na studia, m.in.: (i) Targi Edukacyjne, Salon Maturzystéw organizowany przez
PERSPEKTYWY w latach 2008, 2009 i 2010; (ii) wspodtorganizator Dni Otwartych w dla kandydatéw na
studia biologiczne, mikrobiologiczne i biotechnologiczne w latach 2008, 2009 i 2010;
(iii) wspotorganizator Dni Otwartych dla kandydatow na studia w Piotrkowie Trybunalskim w roku
2009; (iv) Gtéwny Koordynator odpowiedzialny za organizacje Pikniku Naukowego Uniwersytetu
tédzkiego w roku 2010; w 2006 roku wraz z opiekunami Sekcji Mikrobiologicznej Studenckiego Kota
Naukowego Biologéw bratam udziat w letnim obozie naukowym w Jarcewie w Stacji Terenowej
w Trescie Rzadowej. Podczas wymienionych obozéw naukowych studenci doskonalili swoje
umiejetnosci prowadzgc badania czystosci mikrobiologicznej wdd okolicznych zbiornikow) (vi) od 2011
roku jestem Gtéwnym Wydziatowym Koordynatorem Ogdlnopolskiej Akcji ,,Noc Biologéw”.

9. Nagrody i wyrdznienia

e Nagroda naukowa JM Rektora Ut za cykl publikacji zwigzany
z rozprawg doktorska pt. Badania genetyczne dermatofitow: molekularna identyfikacja
i réznicowanie szczepow klinicznych, opracowanie wektorow plazmidowych oraz systemow
transformacji Trichophyton sp., rok 2008

e | Nagroda w konkursie im. Profesora Wactawa Szybalskiego za najlepsza prace mtodego
biotechnologa uzyskana w 2008 roku na 26 Kongresie Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologicznego w Szczecinie za prezentacje wynikdw pt. Genetic studies of
dermatophytes: plasmid vectors and transformation systems for Trichophyton rubrum.

e Laureatka Polskiej Nagrody Inteligentnego Rozwoju pod patronatem Prezes Urzedu
Patentowego RP, w kategorii ,,Naukowiec Przysztosci” za prace zwigzane z realizacjg
grantu badawczego SONATA-12 pt. Analiza ekspresji czynnikdw wirulencji dermatofitow

w odpowiedzi na wybrane Zrédfa wegla., rok 2019
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e Nagroda indywidualna JM Rektora Ut za dziatalno$¢ organizacyjng na rzecz Wydziatu
Biologii i Ochrony Srodowiska i Uniwersytetu tédzkiego — rok 2019, rok 2021, rok 2022

e Nagroda Dziekana Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska indywidualna | stopnia za
osiggniecia dydaktyczne istotne dla zapewnienia wysokiego poziomu procesu
dydaktycznego i jakosci ksztatcenia w roku akademickim 2020/2021

o Nagroda JM Rektor UL, przyznana w grudniu 2022 roku, za istotny wkfad
w ewaluacje jako$ci dziatalnosci naukowej w Uniwersytecie £tédzkim w latach 2017-2021.

10. Kursy i szkolenia

e Zastosowanie techniki Real Time PCR w analizie ekspresji gendéw i detekcji
mikroorganizméw (17-19.01.2017) — szkolenie organizowane przez firme Amplicon,
Wroctaw.

e Podstawy technik LC-MS/MS w oznaczeniach ilosciowych (05-07.03.2018) — szkolenie
organizowane przez MS Ekspert i MASDIAG, Warszawa

e Wysokorozdzielcza spektrometria mas dla kazdego (03.2019) — szkolenie organizowane
przez firme SCIEX

e MS EXCEL w pracy dydaktyka 7.02.2020 (Nowe Ksztatcenie Ut)

e Pomiar dydaktyczny zadania zamkniete. 23-30.04.2020 (EDUKAMP) - zapoznanie
uczestnikéw z wybranymi formami pomiaru dydaktycznego, jakimi s3 zadania zamkniete;
tworzenie roéznych typdw zadan zamknietych i ich ocena. Zwiekszenie kompetencji
dydaktycznych i informatycznych.

e Zdalne nauczanie w MS Teams od podstaw 03.04.2020 (darmowe szkolenie Ut)

e Moodle podstawowe narzedzia 30.04.2020 (Nowe Ksztatcenie Ut) - nauczanie zdalne
z wykorzystaniem platformy e-learningowej Moodle

e Innowacyjne metody pracy z wykorzystaniem TI. 12.10-16.10.2020 (EDUKAMP) -
zapoznanie z metodykg prowadzenia zaje¢ dydaktycznych wspomaganych uzyciem
narzedzi/aplikacji Tl oraz nabycie umiejetnosci ich wykorzystania we wtasnej dydaktyce.
Zwiekszenie kompetencji dydaktycznych i informatycznych.

e Ksztatcenie kompetencji menadzerskich. Zarzadzanie zespotem pracowniczym. 29.10-
17.12.2020 (EDUKAMP) - pozyskanie praktycznych umiejetnosci pozwalajgcych na sprawne
zarzadzanie zasobami ludzkimi i finansowymi, zwiekszenie miekkich kompetencji z zakresu
kierowania, organizacji pracy, jak rdwniez strategicznych aspektow zarzadzania.

e Zakonczenie sesji w Moodle — 14.01.2021 (darmowe szkolenie Ut)

e Zarzadzanie wielokulturowoscia. 20 stycznia 2021 (BUILD UP Ut) — wsparcie integracji
i efektywnej komunikacji w zréznicowanym kulturowo $rodowisku uczelni.

¢ Metodyka ksztatcenia online. 22-23 marca 2021 (BUILD UP Ut) - budowanie kompetencji
kadry akademickiej i administracyjnej oraz podnoszenie zdolnosci instytucjonalnej
w zakresie umiedzynarodowienia Uniwersytetu tddzkiego

e Quantitatve methods for Biology. 22.03-26.07.2021 kurs on-line realizowany przez
Harvard University obejmowat podstawy oprogramowania MATLAB®, ktére jest
Srodowiskiem programistycznym przeznaczonym do rozwijania algorytmow, wizualizacji
i analizy danych.
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Szkolenie z zakresu radzenia sobie ze stresem i emocjami organizowane przez Uniwersytet
tédzki w ramach projektu ,,(Nie) Petnosprawny Student Ut” (08.12.2022)

Szkolenie z kompetencji emocjonalnych z empatig organizowane przez Uniwersytet todzki
w ramach projektu ,,(Nie) Petnosprawny Student Ut” (17.11.2022)

Szkolenie z komunikacji interpersonalnej z elementami asertywnosci organizowane przez
Uniwersytet tddzki w ramach projektu ,(Nie) Petnosprawny Student Ut” (31.01.2023 r.)

Amito, Gesielska,

(podpis wnioskodawcy)
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